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= (57) Abstract: The invention relates to sigma receptor-deficient, mutant, non-human mammals and the applications thereof. The 
genome of the endogenous sigma receptor-deficient, mutant, non-human mammal contains a mutation comprising a disruption in 
^ = a gene of an endogenous sigma receptor, whereby said gene disruption produces a mutant lacking detectable levels of endogenous 
sigma receptor. The aforementioned mutant can be used as a control animal for in vivo studies and as a source of cells to be used in in 
vitro studies. The sigma-1 receptor-deficient mutants can be used as models for the in vivo study of central nervous system disorders, 
memory alterations, stress conditions and drug addiction, neuroprotection and analgesic methods. The sigma-2 receptor-deficient 
mutants can be used to study diagnostic and therapeutic tools, in order to combat cancer and/or degenerative processes and/or to 
develop compounds that can prevent, reduce or alleviate the secondary pathology associated with the administration of neuroleptic 
agents. 
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(57) Resiunen: El genoma del mamffero no humano mutante, deficiente en un receptor Sigma endogeno, contiene una mutaci6n que 
comprende una disrupci6n en un gen de un receptor Sigma endtfgeno, en donde dicha disrupci6n gemca da lugar a un mutante que 
carece de niveles detectables de receptor Sigma end6geno. El mutante puede ser utilizado como animal control paia ensayos in vivo 
as! como fuente de aSlulas que pueden ser utilizadas en ensayos in vitro. Los mutantes deficientes en el receptor Sigma-1 pueden 
utilizarse como modelos para estudiar in vivo desbrdenes del sistema nervioso central, alteraciones de la memoria, condiciones de 
estres y adicci6n a drogas, procesos de analgesia y neuroprotecci6n. Los mutantes deficientes en el receptor Sigma-2 pueden utili- 
zarse para estudiar herramientas, diagn6sticas o terapeuticas, para combatir el cancer y/o procesos degenerativos y/o para el diseno 
de compuestos capaces de prevenir, reducir o aliviar la patologfa secundaria asociada a la administracidn de agentes neurolepticos. 
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MAMlFEROS NO HUMANOS MUTANTES DEFICIENTES EN RECEPTORES 
SIGMA Y SUS APLICACIONES 

CAMPO DE LA INVENCI6N 

La invenci6n se refiere a mamfferos no humanos mutantes deficientes en 
receptores Sigma end6genos, a c6lulas derivadas de dichos animates mutantes, y a 
sus aplicaciones. La invenci6n tambten se refiere a un vector de recombinaci6n 
hom6loga con selecci6n positiva-negativa Citil para la generacibn de dichos 
mamiferos no humanos mutantes deficientes en receptores Sigma end6genos. 

ANTECEDENTES DE LA INVENCI6N 

Los receptores Sigma son unos sitios de uni6n con afinidad por distintos 
ligandos, algunos de los cuales son fermacos con distinta actividad. Inicialmente, el 
inter6s por los receptores Sigma fue debido a su potencial papel en las acciones de 
los termacos anti-psic6ticos debido a que mostraban elevada afinidad por agentes 
neurol§pticos tfpicos, tales como el haloperidol u otros compuestos que causan 
actividad psicomim6tica, por ejemplo, A/-alilnormetazocina (SKF-10047). 
Posteriormente, se ha encontrado que dichos receptores Sigma pueden estar 
implicados en otros mecanismos fisioldgicos. 

Se han identificado dos subclases de receptores Sigma, denominadas 
receptor Sigma de tipo 1 y receptor Sigma de tipo 2, diferenciables por su perfll 
farmacol6gico, funci6n y tamano molecular. Ambos tipos muestran de alta a 
moderada afinidad por agentes neurotepticos tlpicos, en particular, haloperidol- Sin 
embargo, los receptores Sigma de tipo 1 exhiben una elevada afinidad por (+)- 
pentazocina, (+)-SKF 10047 y otros (+)-benzo-morfanos, mientras que los receptores 
Sigma de tipo 2 muestran baja afinidad por dichos compuestos. Los receptores 
Sigma de tipo 1 tienen un peso molecular tfpico de 25 kDa, mientras que el peso 
molecular de los receptores Sigma de tipo 2 es de 18-21 kDa (determinado en 
ambos casos por marcaje de fotoafinidad). 

Receptor Siama de tipo 1 
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El receptor Sigma de tipo 1, en adelante receptor Sigma-1, es un receptor de 
tipo no opteceo, que se express en multitud de tejidos adultos de mamfferos 
(sistema nervioso central, ovario, testfculo, placenta, gtendula adrenal, bazo, hfgado, 
rin6n, tracto gastrointestinal, etc.) y tambl6n a lo largo del desarrollo embrionario 
desde sus fases mds tempranas y que, aparentemente, estd implicado en un 
elevado nQmero de funciones fisioI6gicas, Se ha descrito su elevada aflnidad por 
distintos fermacos, tales como SKF-10047, (+)-pentazocina, haloperidol y rimcazole, 
entre otros, ligandos conocidos con actMdad analg6sica, ansiolftica, antidepresiva, 
antiamn6sica, antipsic6tica, y neuroprotectora, por lo que el estudio del receptor 
Sigma-1 es de gran interns en farmacologfa debido a su posible papel fisioldgico en 
procesos relacionados con la analgesia, ansiedad, adiccibn, amnesia, depresi6n, 
esquizofrenia, estr6s, neuroprotecci6n y psicosis [1], [2] y [3]. Sin embargo, el papel 
real que desempena el receptor Sigma-1 sigue siendo todavla desconocido y 
enigmdtico. De hecho, se desconoce su ligando end6geno concrete aunque se cree 
que interacts con hormonas esteroides end6genas, tales como la progesterona y la 
testosterona. 

Se ha descrito la secuencia de cDNA que codifica para el receptor Sigma-1 
en conejillos de indias, la secuencia de cDNA y el gen del receptor Sigma-1 en 
humanos, la secuencia de cDNA y el gen del receptor Sigma-1 en ratones, y la 
secuencia de cDNA que codifica para el receptor Sigma-1 en ratas. 

El primer trabajo que consigui6 obtener una secuencia gen§tica codificante 
para un receptor Sigma-1 se debe a Hanner y colaboradores [4]. En ese trabajo, 
utilizando las caracterfsticas especlficas de uni6n de este receptor a determinados 
compgestos marcados radiactivamente, por ejemplo, (+)[ 3 H]Pentazocina, se obtuvo 
primero.una protefna y, posteriormente. un cl on de cDNA que codificaba para la 
misma. El clon se aisl6 de una genoteca de cDNA preparada a partir de mRNAs de 
higado de conejillo de indias (C. porcellus) [cDNA de 1857 pares de bases, Base de 
datos GenBank, Codigo de acceso: Z66537]. Seguidamente, basSndose en dicha 
secuencia de cDNA, diferentes grupos de trabajo procedieron a clonar mediante 
homologfa de secuencias, sucesivamente, el cDNA en humanos [5] (cDNA de 1653 
pares de bases, Base de datos GenBank, Codigo de acceso: HSU75283), el cDNA y 
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el gen de rat6n [6] (cDNA de 1567 pares de bases, Base de datos GenBank, C6digo 
de acceso: AF030198; gen de 6973 pares de bases, Base de datos GenBank, 
C6digo de acceso: AF030199), el cDNA de rata [7] (cDNA de 1582 pares de bases, 
Base de datos GenBank, C6digo de acceso: AF004218) y e! gen en humanos [8] 
(gen descrito en tres fragmentos de DNA que contienen, respectivamente, el 
promotor (3589 pares de bases, Base de datos GenBank, C6digo de acceso: 
AF001975), el exon 1, 2 y 3 (757 pares de bases, Base de datos GenBank, C6digo 
de acceso: AF001976) y el exon 4 (1630 pares de bases, Base de datos GenBank, 
C6dlgo de acceso: AF001977)). 

El analisis de la homologfa existente entre dichas secuencias, tanto a nivel de 
nucle6tidos como de amino&cidos, ha puesto de manifiesto el elevado grado de 
homologfa existente entre ellas. El conocimiento de dichas secuencias puede ser 
utilizado en el desarrollo de modelos animales destinados a estudiar la fisiologfa y 
patologfa asociada con alteraciones en receptores Sigma y el efecto de fermacos 
potencialmente utiles para el tratamiento o prevenci6n de patologfas asociadas con 
alteraciones en dichos receptores o en las que esten implicadas dichos receptores. 

Receptor Sigma de tipo 2 

El receptor Sigma de tipo 2, en adelante receptor Sigma-2, es un receptor que 
se expresa en multitud de tejidos adultos de mamfferos (sistema nervioso, inmune, 
endocrino, hfgado, rif16n f etc.). Los receptores Sigma-2 pueden ser los componentes 
de una nueva ruta de apoptosis que podrfa jugar un importante papel en la 
regulation de la proliferaci6n celular o en el desarrollo celular. Esta ruta parece estar 
const'rtufda por receptores Sigma-2 unidos a membranas intracelulares, localizadas 
en orgdnulos .que almacenan calcio, por ejemplo, retlculo _endopi£smico_y 
mitocondrias, que poseen, adem&s, la capacidad de liberar calcio a partir de dichos 
organulos. Las senales de calcio pueden ser utilizadas en la ruta de sefializacion de 
las c6lulas normales y/o en la induction de apoptosis. 

Los agonistas de los receptores Sigma-2 inducen cambios en la morfologla 
celular, apoptosis en diversos tipos de Ifneas celulares y regulan la expresi6n de 
mRNA de la p-glicoprotelna, por lo que son potencialmente utiles como agentes 
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antineopl£sicos en el tratamiento del c&ncer. De hecho, se ha observado que 
agonistas de receptores Sigma-2 inducen apoptosis en Ifneas celulares de tumores 
de mama resistentes a agentes antineoptesicos comunes que danan al DNA. 
AdemSs, agonistas de receptores Slgma-2 potenclan los efectos citot6xicos de 
dichos compuestos antineoptesicos a concentraclones en las que dicho agonista no 
es citot6xico. Por tanto, los agonistas de los receptores Sigma-2 pueden ser 
utilizados como agentes antineoplasicos a dosis que inducen apoptosis o bien a 
dosis sub-t6xicas, en combinaci6n con otros antineoplasicos, para revertir la 
resistencia al termaco pennitiendo de este modo el empleo de dosis m£s bajas del 
agente antineopl6sico y reduciendo consecuentemente sus efectos adversos. Los 
agonistas de los receptores Sigma-2 pueden utilizarse, ademas, en el diagn6stico 
por imagen del cancer como agentes para la visualization no invasiva de tumores y 
sus met&stasis utilizando tecnicas de diagn6stico por imagen, por ejemplo, SPECT o 
PET. Por tanto, los receptores Sigma-2 constituyen unas dianas muy interesantes 
para herramientas con las que combatir el cancer. 

Los antagonistas de los receptores Sigma-2 pueden prevenir los efectos 
secundarios motores irreversibles causados por los agentes neurotepticos tfpicos. 
De hecho, se ha comprobado que antagonistas de los receptores Sigma-2 pueden 
ser utiles como agentes para mejorar los efectos debilitantes de la disquinesia tardia 
que aparece en los pacientes como consecuencia del tratamiento cn6nico de la 
psicosis con farmacos antipsic6ticos tfpicos, por ejemplo, haloperidol. Los 
receptores Sigma-2 tambten parecen estar implicados en ciertos des6rdenes 
degenerativos en donde el bloqueo de dichos receptores podrfa ser titil. Para mSs 
informaci6n sobre los receptores Sigma-2 v6ase el artfculo de W.D. Bowen [3], 

Los receptores Sigma-2 parecen estar implicados en numerosas funciones 

fisiol6gicas; no obstante, al igual que ocurre con los receptores Sigma-1, el papel 
real que desempenan los receptores Sigma-2 no es totalmente conocido, por lo que 
existe la necesidad de profundizar en el conocimiento de los mismos. Una 
alternativa para contribuir al conocimiento de las funciones fisiol6gicas en las que 
est&n implicados dichos receptores Sigma-2 consiste en el desarrollo de modelos 
animates destinados a estudiar la fisiologfa y patologfa en !a que pueden estar 
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implicados dichos receptores y el efecto de fSrmacos potencialmente titiles para el 
tratamiento y prevenci6n de patologfas en las que esten Implicados dichos 
receptores. 

Tecnologfa "knockout" 

La manipulaci6n gen6tica de mamfferos permite obtener animates 
transg§nicos que expresen un determinado gen o que, por el contrario, tengan un 
gen inactivado mediante una mutaci6n especlfica (animates "knockout" o mutantes). 
En ambos casos es evidente el potencial que representa para el diseno de modelos 
experimentales en animates de laboratorio que sirvan para analizar la funci6n, in 
vivo, de un determinado gen. 

La tecnologfa "knockout" para la generaci6n de animates mutantes est£ bien 
establecida y ha sido objeto de numerosas publicaciones. A modo ilustrativo, 
pueden citarse las patentes norteamericanas US 5.464.764, US 5.487.992, US 
5.627.059, US 5.631.153, US 6.194.633, US 6.207.876, US 6.239.326, US 
6.245.963, US 6.245.965 y US 6.252.132, entre otras. 

La no expresi6n de un gen puede conferir un nuevo fenotipo a un animal 
mutante. Dependiendo del gen no expresado por dicho animal, este puede hacerse 
m£s o menos susceptible a una alteraci6n patol6gica determinada. Tales animates 
mutantes son modelos valiosos para el estudio in vivo del papel que desempena el 
gen asf como para el estudio de compuestos que potencialmente podrfan ser titiles 
en el tratamiento o prevenci6n de patologfas relacionadas con la expresi6n nula o 
ineficaz del producto de dicho gen. 

Aunque se ha descrito que los receptores Sigma muestran afinidad por 
jcompnestos-con distintas aotivi dades farmacolog icas act ualmente se desconoce el 
papel real que desempenan dichos receptores, por lo que existe la necesidad de 
generar modelos animates para estudiar in vivo el papel desempenado por los 
receptores Sigma end6genos. Un animal mutante, deficiente en receptores Sigma 
endogenos, ayudarfa a deflnir el papel que desempefian in vivo dichos receptores y 
permitirfa el diseno y evaluation de compuestos potencialmente interesantes para el 
tratamiento de procesos relacionados con la expresion nula o ineficaz de dichos 
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receptores Sigma. La invenci6n proporciona una soluci6n a dicha necesidad 
existente. 

COMPENDIO DE LA INVENCldN 

La invenci6n se relaciona con un mamlfero no humano mutante que tiene 
c6lulas som£ticas y germinates en las que, al menos un alelo y, preferentemente, 
ambos alelos, de un gen de un receptor Sigma end6geno contienen un DNA 
ex6geno que ha sido insertado en dicho gen de manera que dicho mamffero no 
humano mutante no expresa el producto del gen del receptor Sigma end6geno. 
Dicho receptor Sigma puede ser cualquier receptor Sigma, por ejemplo, el receptor 
Sigma- 1 o el receptor Sigma-2. En una realizaci6n particular, el DNA ex6geno 
insertado en el alelo del gen Sigma end6geno comprende un marcador de selecci6n 
positiva. 

Por tanto, en un aspecto, la invenci6n se relaciona con un mamffero no 
humano, viable, cuyo genoma posee el gen de un receptor Sigma end6geno mutado 
y carece de niveles detectables de RNA mensajero o protefnas para dicho receptor 
Sigma end6geno. En una realizaci6n particular, dicho mamlfero no humano mutante 
es un animal no humano perteneciente a la clase de los mamlferos, por ejemplo, un 
rat6n mutante, deficiente en el receptor Sigma-1 end6geno. Los ratones deficientes 
en el receptor Sigma-1 son viables, f6rtiles y no manifiestan, en condiciones de 
iaboratorio, ningtin slntoma que los diferencie de ratones geneticamente similares 
pero carentes de dicha mutacion. En condiciones de estabulaci6n controlada los 
ratones mutantes en el receptor Sigma-1 son indistinguibles de sus hermanos de 
camada salvajes. La funci6n (o disfunci6n) del receptor Sigma-1 se ha postulado 
xjUB-puede estatiasociada a des6rdenes del sistema nervioso central, tales_nomaJa. 
ansiedad, depresi6n, esquizofrenia o psicosis. El receptor Sigma-1 parece tener 
actividad anti-amnesica y neuroprotectora y se le ha relacionado, adem£s, con la 
percepcion y transduccion de la analgesia, adiccidn o estr6s. Para estas situaciones, 
que en humanos pueden derivar en condiciones patol6gicas, el rat6n deficiente en el 
receptor Sigma-1 podria resultar Otil tanto para el estudio de las mismas como para 
la validacidn y/o el desarrollo de fdrmacos disenados para regular o paliar los 
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efectos de las alteraciones y condiciones patol6glcas en las que esten implicados 
dichos receptores Sigma-1 . 

En otra realizaci6n particular, dicho mamffero no humano mutante es un 
animal no humano perteneciente a la clase de los mamfferos, por ejemplo, un rat6n 
mutante, deficiente en el receptor Sigma-2 end6geno. Los receptores Sigma-2 
parecen ser dianas muy interesantes para el disefio de herrarnientas, tanto 
diagn6sticas como terap6uticas, para combatir el cancer y/o compuestos capaces 
de prevenir, reducir o aliviar los efectos secundarios motores provocados en 
pacientes sometidos a tratamiento continuado con agentes neurol6pticos. Por tanto, 
los ratones deficientes en receptores Sigma-2 podrfan resultar utiles en la validaci6n 
y/o desarrollo de fermacos disefiados para el diagn6stico o tratamiento del cancer, 
en la validaci6n y/o desarrollo de f&rmacos disefiados para la prevenci6n y/o 
tratamiento de procesos degenerativos, asi como en la validacidn y/o desarrollo de 
farmacos para prevenir, reducir o aliviar los efectos secundarios asociados con la 
administration continuada de agentes neurol§pticos a un paciente, en particular, los 
efectos secundarios motores. 

La mutaci6n en el gen del receptor Sigma endbgeno presente en el genoma 
de una c§lula puede ser introducida por recombinaci6n homologa en dicha c§lula 
entre un alelo del gen del receptor Sigma end6geno y un vector de recombinaci6n 
homologa con seleccion positiva-negativa que comprende unas regiones de 
homologfa con sendas secuencias de nucle6tidos presentes en dicho gen del 
receptor Sigma endogeno, y seleccidn de los hom6logos recombinantes mediante la 
tecnica de seleccion positiva-negativa, los cuales se intnoducen en embriones que 
posteriormente son implantados en hembras receptoras para su adecuada 
gesta cifln y se dej a que se desarrollen a termino. Las quimeras capaces de 
transmitir eficazmente el genotipo de los hom6logos recombinantes a su 
descendencia a trav6s de la Ifnea germinal se cruzan con mamlferos no humanos 
tipo salvaje para obtener mutantes heterocigotos para la disrupci6n del gen del 
receptor Sigma end6geno y, posteriormente, los mutantes heterocigotos se cruzan 
entre sf para obtener mutantes homocigotos, siguiendo una ctesica segregaci6n 
atelica de tipo mendeliano. 
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En una realizaci6n particular, dicho mamffero no humano mutante, deficiente 
en un receptor Sigma end6geno, es un mutante heterocigoto para dicha mutaci6n, 
mientras que en otra realizaci6n particular, dicho mamlfero no humano mutante, es 
un mutante homocigoto para dicha mutaci6n. 

La descendencia del mamlfero no humano mutante deficiente en un receptor 
Sigma enddgeno constituye un aspecto adicional de la presente invenci6n. 

En otro aspecto, la invencibn se relaciona con c6lulas aisladas a partir de 
dicho mamffero no humano mutante deficiente en un receptor Sigma end6geno, las 
cuales pueden ser propagadas y f opcionalmente, inmortalizadas. Dichas celulas 
pueden ser heterocigotas, es decir, que contienen un alelo mutante y un alelo tipo 
salvaje del gen del receptor Sigma end6geno o bien homocigotas, es decir, que 
contienen los dos alelos mutantes del gen del receptor Sigma enddgeno. 

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un vector de recombinaci6n 
hom6loga con selecci6n positiva-negativa, titil para introducir una disrupci6n 
funcional en un gen de un receptor Sigma, que comprende: a) una primera regi6n de 
homologfa, situada en el extremo 5' de una secuencia de nucle6tidos que codifica 
para un marcador de selecci6n positiva, en donde dicha primera regi6n de 
homologfa tiene una secuencia de nucle6tidos que es sustancialmente id6ntica a 
una primera secuencia de un gen de un receptor Sigma; b) una secuencia de 
nucle6tidos que codifica para un marcador de seleccidn positiva; c) una segunda 
regi6n de homologfa, situada en el extremo 3* de dicha secuencia de nucleotidos 
que codifica para un marcador de selecci6n positiva, en donde dicha segunda regi6n 
de homologfa tiene una secuencia de nucle6tidos que es sustancialmente id6ntica a 
una segunda secuencia de dicho gen del receptor Sigma, estando dicha segunda 
-secLLeDcja_deLgeji_del_receptor Sig ma en una posici6n 3' respecto a dicha primera 
secuencia del gen del receptor Sigma en un gen Sigma enddgeno tipo salvaje; y d) 
una secuencia de nucleotidos que codifica para un marcador de seleccion negativa. 

En otro aspecto, la invenci6n se relaciona con una celula hospedadora en la 
que dicho vector de recombinaci6n hom6loga con seleccion positiva-negativa ha 
sido introducido por recombinacion hom6loga entre dicho vector y el 
correspondiente gen del receptor Sigma endogeno de dicha c6lula hospedadora, 
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dando como resultado una disrupci6n funcional en dicho gen del receptor Sigma 
endbgeno. En una realizaci6n particular, dicha c6lula hospedadora es una c6Iula 
diferenciada que normalmente expresa el producto del gen de un receptor Sigma o 
una c6lula pluripotente indiferenciada e inmortal, tal como una c6lula embrional ES 
{embryonic stem cell), establecida a partir de la masa interna celular del embribn en 
la fase preimplantatoria denominada blastocisto. En una reallzaci6n concreta, dichas 
c&lulas embrionales ES son c6lulas de ratdn. 

El mamlfero no humano mutante de la invenci6n puede ser utilizado como 
modeio animal para estudiar in vivo el papel desempefiado por los receptores Sigma 
end6genos asf como en el disefio y evaluaci6n de compuestos qufmicos que 
podrfan ser potencialmente interesantes para el tratamiento de alteraciones 
pato!6gicas relacionadas con la expresibn nula o ineficaz de los productos de dichos 
genes, o en las que estuvieran involucrados tales genes. Asimismo, dicho mamffero 
no humano mutante de la invenci6n podrla ser utilizado como fuente de c6lulas para 
cultivos celulares. 

Aspectos adicionales de la presente invenci6n resultar£n evidentes para un 
experto en la materia a la vista de la descripcion y relvindicaciones. 

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS 

La Figura 1 muestra esquematicamente los primeros clones de cDNA (Figura 
1A) y genomicos (Figura 1B) obtenidos a partir de m6todos de RT-PCR o PCR, 
respectivamente. En la Figura 1A se representa el pl£smido pmcS1/N, que 
corresponde al fragmento cDNA de 1020 pares de bases, obtenido a partir de los 
oligonucle6tidos MS2/MS4 [vease la Tabla I]. 

^La^Eigura-2^muastna-el— mapa de las secuencias colindantes al gen del 

receptor Sigma-1 de rat6n obtenido a partir del solapamiento de los mapas 
correspondientes a los cuatro clones de bacteribfagos (ASg1, ASg2, ASg5, ASg6) 
aislados con secuencias 5' y 3', circundantes a la secuencia publicada del gen. Las 
abreviaturas de los enzimas de restriccidn se describen en la Figura 3. Las cajas 
negras corresponden a los cuatro exones del gen del receptor Sigma-1 de rat6n. 

La Figura 3 muestra esquematicamente los diferentes plasmidos originales 
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obtenidos con insertos de DNA gen6mico correspondientes a secuencias situadas 
en la regi6n 5' y 3' del gen del receptor Sigma-1 de rat6n, identificados para su 
posterior utilizaci6n en la construcci6n del vector de recombinaci6n hom6loga. Se 
incluyen las abreviaturas de los enzimas de restricci6n. Las cajas negras 
corresponden a los cuatro exones del gen del receptor Sigma-1 de rat6n. 

La Figura 4 muestra esquematicamente la secuencia del gen del receptor 
Sigma-1 de rat6n a eliminar utilizando procedimientos de recombinaci6n hombloga 
en c6lulas ES de rat6n, usando la secuencia AF030199 como referenda. Las cajas 
negras representan las zonas codificantes mientras que las cajas a rayas 
representan las secuencias 5' y 3' transcritas pero no traducidas. 

La Figura 5 muestra esquemdticamente las secuencias de homologfa 5' y 3\ 
de 6,8 y 3,1 kb de tamafio respectivamente, seleccionadas para su inclusi6n en el 
vector de recombinaci6n homdloga pHR53TK con objeto de inactivar el gen del 
receptor Sigma-1 de rat6n. Las abreviaturas de los enzimas de restricci6n se 
describen en la Figura 3. 

La Figura 6 ilustra la verificaci6n de la secuencia de DNA en la fusi6n 
transcripcional entre la regi6n 5' de homologfa del gen del receptor Sigma-1 de raton 
y los primeros nucle6tidos del gen indicador /acZ, presente en el vector pHM2. 

La Figura 7 muestra el mapa del vector de recombinaci6n hom6loga para la 
inactivaci6n del gen del receptor Sigma-1 de rat6n en c6lulas embrionales ES. Se 
indica el sitio de restriction tinico Sal /, que identifica el punto de Iinearizaci6n del 
vector para su transfecci6n en c6lulas ES. 

La Figura 8 ilustra el diseno experimental utilizado para distinguir el alelo 
mutante del alelo salvaje del gen del receptor Sigma-1 de rat6n en an£lisis mediante 
- pol i morfi smos-a soc i ados a _la_dtgesti 6n po r e nz imas de restriccl6n en an£lisis p or 
Southern blot 

La Figura 9 muestra el resultado de los analisis mediante Southern blot del 
DNA gen6mico correspondiente a los 12 clones positivos de c6lulas ES 
recombinantes en donde se muestran los polimorfismos esperados, tanto con la 
sonda 5' como con la sonda 3\ Los carriles C y M representan DNA de celulas ES 
control y un marcador de peso molecular. 
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La Figura 10 muestra el esquema de los tests anallticos mediante PCR usado 
para establecer el genotipo de los ratones portadores de alelos mutantes y salvajes 
del gen del receptor Sigma-1 . 

La Figura 1 1 muestra los resultados de los anSlisis mediante Southern blot de 
ratones homocigotos salvajes (+/+), heterocigotos (+/-) y homocigotos mutantes (-/-) 
mediante digesti6n de DNA genbmico con los enzimas Hind Illy EcoR I e hibridaci6n 
consecutiva con las sondas 5' y 3', respectivamente. Los tamafios de los fragmentos 
de DNA corresponden a los esperados segdn el disefio experimental (Figura 8). 

La Figura 12 muestra los resultados de los an&lisis mediante Northern blot de 
la expresi6n del gen del receptor Sigma-1 (mSR1 ) en RNA total de hfgado, rifi6n, 
cerebro y coraz6n aislado de ratones homocigotos salvajes (+/+), heterocigotos (+/-) 
y homocigotos mutantes (-/-). Se incluye, en la zona inferior, la fotograffa de los RNA 
ribosomales utilizada como control de carga. 

La Figura 13 muestra los resultados de los an&lisis mediante Western blot de 
ratones homocigotos salvajes (+/+), heterocigotos (+/-) y homocigotos mutantes (-/-) 
ilustrativos de la expresi6n del gen del receptor Sigma-1 en cerebro de ratdn usando 
un anticuerpo policlonal especffico frente al receptor Sigma-1 de rat6n. 

La Figura 14 ilustra la actividad (funcion) del receptor Sigma-1 de rat6n 
mediante un ensayo de union especffica al ligando ^Hj-pentazocina. La Figura 14A 
es una gr£fica en la que se representa la uni6n especffica (ordenadas) de dicho 
ligando a receptores Sigma-1 de ratones homocigotos salvajes, heterocigotos y 
homocigotos mutantes en funci6n de la concentracibn de ligando (abscisas). La 
Figura 14B es una grSfica que representa la relaci6n "ligando unido/ligando libre" 
(B/F) (ordenadas) frente a la concentracibn de ligando unido (abscisas) en funci6n 

jdBl_^oxigen_jde dicbos_receptores_SigmaJ^ (ratones homocigotos. salvajes, 

heterocigotos y homocigotos mutantes). 

DESCRIPCI6N DETALLADA DE LA INVENCI6N 

En un aspecto, la invenci6n proporciona un mamffero no humano mutante, 
deficiente en un receptor Sigma end6geno, en adelante mamffero no humano 
mutante de la invencion, cuyo genoma contiene una mutaci6n que comprende una 
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disrupci6n en un gen de un receptor Sigma enddgeno. 

El t6rmino "mamffero no humano", tal como se utiliza en esta description, 
incluye a cualquier animal no humano perteneciente a la clase de los mamfferos, por 
ejemplo, ratones. El termino "mamffero no humano mutante de la invenci6n B , tal 
como aquf se utiliza, se refiere a un mamlfero no humano que ha sido manipulado 
para que sea deficiente en un receptor Sigma end6geno, es decir, que tiene una 
mutaci6n que impide la expresidn normal del producto del gen de un receptor Sigma 
y, por tanto, carece de niveles detectables de RNA mensajero o protefna para el 
receptor Sigma end6geno. Dicha expresi6n "mamffero no humano mutante de la 
invenci6n" incluye tanto mutantes heterocigotos (es decir, que contienen un alelo 
mutante y un alelo tipo salvaje del gen del receptor Sigma end6geno) como 
homocigotos. En una realizacidn particular y preferida de esta invenci6n, el 
mamffero no humano mutante de la invenci6n es un mutante homocigoto, es decir, 
contiene los dos alelos mutantes del gen del receptor Sigma end6geno dando como 
resultado una expresidn no detectable del producto g6nico. 

El termino "receptor Sigma", tal como aquf se utiliza, se refiere al receptor 
Sigma de tipo 1 (Sigma-1) y al receptor Sigma de tipo 2 (Sigma-2). 

La mutaci6n presente en el genoma del mamffero no humano de la invenci6n 
puede estar presente tanto en las celulas somSticas como en las c6lulas germinales 
del mamffero no humano mutante de ia invencidn. Ventajosamente, dicha mutaci6n 
est& presente en las c6lulas germinates del mamffero no humano mutante de la 
invenci6n, confiriendole de ese modo la capacidad de transferir dicha mutacidn a su 
descendencia. Por tanto, en una realization particular de esta invenci6n, el 
mamffero no humano mutante de la invenci6n es f§rtil y puede transmits la mutaci6n 
que. posee a.su descendencia. 

La mutacibn presente en el mamffero no humano mutante de la invenci6n 
comprende una insertion, una delecidn o una mutacidn puntual que causa una 
disrupci6n funcional en un gen de un receptor Sigma end6geno, dando lugar a un 
mamffero no humano mutante deficiente en dicho receptor Sigma endogeno. En una 
realization particular, el genoma del mamffero no humano mutante de la invenci6n 
comprende un transg§n dentro de la mutaci6n introducida en el gen del receptor 
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Sigma end6geno. A modo ilustrativo, dicho transgdn comprende un gen que codifica 
para un marcador de selecci6n positiva, por ejemplo, el gen de la neomicina 
fosfotransferasa (neo) que codifica para la resistencia a neomicina o cualquier otro 
de los marcadores de selecci6n positiva mencionados mds adelante en relaci6n con 
el vector de recombinaci6n hom6loga con selecci6n positiva-negativa proporcionado 
por esta invenci6n. 

En una realizaci6n concreta de esta invenci6n, se proporciona un rat6n 
mutante, deficiente en el receptor Sigma-1 end6geno, homocigoto para el gen del 
receptor Sigma-1 end6geno f fertil, cuyo genoma contiene una disrupci6n en dicho 
gen que comprende el gen neo. 

El mamlfero no humano mutante de la invention puede obtenerse mediante 
un procedimiento que comprende la introducci6n de una disrupcidn funcional en un 
gen de un receptor Sigma endogeno presente en el genoma de una c6lula. En una 
realization particular, dicha disrupcidn funcional se introduce mediante 
recombinaci6n hom6loga en un gen de un receptor Sigma end6geno f por ejemplo, 
en el gen del receptor Sigma-1 o en el gen del receptor Sigma-2, presente en el 
genoma de una celula apropiada, tal como, por ejemplo, una celula diferenciada que 
normalmente expresa dicho gen del receptor Sigma, o una c6lula embrional ES 
pluripotente, mediante la introducci6n de un vector de recombinaci6n hom6loga con 
selecci6n positiva-negativa en dicha c6lula, y seleccidn de los hom6logos 
recombinantes mediante la tecnica de se!ecci6n positiva-negativa, los cuales 
pueden utilizarse para la generaci6n de los mamiferos no humanos mutantes de la 
invenci6n tal como se describe mas adelante. Alternativamente, el mamffero no 
humano mutante de la invenci6n puede obtenerse mediante tecnicas de 
cruzamiento clasico,-o.fertilizaci6a in vftro^entre.mamlfecos .no.bumanos. mutantes t 
de la invenci6n que actOen como progenitores. 

En otro aspecto, la invenci6n proporciona clones recombinantes de c6lulas 
embrionales ES pluripotentes heterocigotas, es decir, que poseen uno de los alelos 
g6nicos de un receptor Sigma mutado. A partir de dichas celulas se pueden obtener 
quimeras y, a partir de estas, mamiferos no humanos mutantes deficientes en un 
receptor Sigma. En una realizaci6n particular, dichas celulas embrionales ES 
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Sigma end6geno. A modo ilustrativo, dicho transg6n comprende un gen que cod'rfica 
para un marcador de selecci6n positiva, por ejemplo, el gen de la neomlcina 
fosfotransferasa (neo) que codiflca para la reslstencia a neomlcina o cualquier otro 
de los marcadores de selecci6n positiva mencionados mSs adelante en relaci6n con 
el vector de recombinaci6n hom6loga con selecci6n positiva-negativa proporcionado 
por esta invenci6n. 

En una realizaci6n concreta de esta invenci6n, se proporciona un rat6n 
mutante, deficiente en el receptor Sigma-1 end6geno f homocigoto para el gen del 
receptor Sigma-1 end6geno, fertil, cuyo genoma contiene una disrupci6n en dicho 
gen que comprende el gen neo. 

El mamffero no humano mutante de la invencion puede obtenerse mediante 
un procedimiento que comprende la introduccibn de una disrupci6n funcional en un 
gen de un receptor Sigma endogeno presente en el genoma de una c6lula. En una 
realizacion particular, dicha disrupcidn funcional se introduce mediante 
recombinaci6n hom6loga en un gen de un receptor Sigma end6geno, por ejemplo, 
en el gen del receptor Sigma-1 o en el gen del receptor Sigma-2, presente en el 
genoma de una c6lula apropiada, tal como, por ejemplo, una celula diferenciada que 
normalmente expresa dicho gen del receptor Sigma, o una celula embrional ES 
pluripotente, mediante la introducci6n de un vector de recombinacibn hom6loga con 
selecci6n positiva-negativa en dicha c6lula, y selecci6n de los hom6Iogos 
recombinantes mediante la t6cnica de selecci6n positiva-negativa, los cuales 
pueden utilizarse para la generaci6n de los mamfferos no humanos mutantes de la 
invenci6n tal como se describe mas adelante. Alternativamente, el mamffero no 
humano mutante de la invencion puede obtenerse mediante tecnicas de 
cruzamiento cl£sico,-0-ferti]izaci6R in v/tauentre. mamlf eco.s„ no. bumanosi mutantes , 
de la invenci6n que actOen como progenitores. 

En otro aspecto, la invencion proporciona clones recombinantes de c6Iulas 
embrionales ES pluripotentes heterocigotas, es decir, que poseen uno de los alelos 
g6nicos de un receptor Sigma mutado. A partir de dichas c6lulas se pueden obtener 
quimeras y, a partir de 6stas, mamfferos no humanos mutantes deficientes en un 
receptor Sigma. En una realizacion particular, dichas c6lulas embrionales ES 



WO 2004/052092 



14 



PCT/ES2003/000624 



pluripotentes heterocigotas son c6lulas de rat6n a partir de las cuales se pueden 
obtener quimeras y f a partir de §stas, ratones mutantes deficientes en un receptor 
Sigma. 

En otro aspecto, la invenci6n proporciona un vector de recombinacidn 
hom6loga con selecci6n positiva-negativa, en adelante vector de la invenci6n t que 
comprende: 

a) una primera regi6n de homologfa, sltuada en el extremo 5' de una 
secuencia de nucleotidos que codifica para un marcador de 
selecci6n positiva, en donde dicha primera regi6n de homologfa tiene 
una secuencia de nucle6tidos que es sustancialmente identica a una 
primera secuencia de un gen de un receptor Sigma; 

b) una secuencia de nucle6tidos que codifica para un marcador de 
selecci6n positiva; 

c) una segunda regi6n de homologfa, situada en el extremo 3' de dicha 
secuencia de nucle6tidos que codifica para un marcador de 
selecci6n positiva, en donde dicha segunda regi6n de homologfa 
tiene una secuencia de nucle6tidos que es sustancialmente id6ntica 
a una segunda secuencia de dicho gen del receptor Sigma, estando 
dicha segunda secuencia del gen del receptor Sigma en una 
posicidn 3' respecto a dicha primera secuencia del gen del receptor 
Sigma en un gen Sigma end6geno tipo salvaje; y 

d) una secuencia de nucle6tidos que codifica para un marcador de 
selecci6n negativa. 

El receptor Sigma puede ser cualquier receptor Sigma, por ejemplo, un 
_rec_epioiLSjgmasJ-^^ 

El vector de la invencion puede ser utilizado para introducir una disrupci6n 
funcional en un gen de un receptor Sigma end6geno, por ejemplo, en el gen del 
receptor Sigma-1 o en el gen del receptor Sigma-2, contenido en el genoma de una 
celula mediante la t6cnica de recombinaci6n hom6loga y selecci6n positiva-negativa 
de los recombinantes homologos, los cuales pueden ser utilizados en la obtenci6n 
de mamfferos no humanos mutantes deficientes en un receptor Sigma end6geno. 
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La .secuencia de nucle6tidos que codifica para el marcador de selecci6n 
positiva este flanqueada en sus posiciones 5' y 3* por unas secuencias de 
nucle6tidos sustancialmente id6nticas a unas secuencias de dicho gen del receptor 
Sigma que corresponden a dichas primera y segunda regiones de homologfa, 
respectivamente. Tal como se utiliza en esta descripci6n f una secuencia de 
nucle6tidos es "sustancialmente id§ntica* a una secuencia de un gen de un receptor 
Sigma cuando dicha secuencia de nucle6tidos tiene la suficiente homologfa con la 
secuencia de dicho gen del receptor Sigma como para permitir la recombinaci6n 
hom6loga entre dicha secuencia de nuc!e6tidos y una secuencia del gen Sigma 
end6geno en una c6lula hospedadora. Tfpicamente, las secuencias de nucle6tidos 
de dichas primera y segunda regiones de homologfa son, al menos, un 90%, 
preferentemente, al menos, un 95% y aun mSs preferentemente, un 100% id6nticas 
a las secuencias de nucle6tidos del gen del receptor Sigma endbgeno a las que van 
dirigidas para la recombinaci6n hom6loga. Ventajosamente, dichas primera y 
segunda regiones de homologla son isog6nicas con respecto al alelo enddgeno al 
que van dirigidas (es decir, el DNA de dichas regiones de homologla se afsla a partir 
de celulas del mismo fondo genStico que el de la c6lula en el que se va a introducir 
el vector de la invenci6n). Dichas regiones de homologfa deben tener una longitud 
suficiente como para que tenga lugar la recombinacidn hom6loga entre el vector de 
la invenci6n y el gen del receptor Sigma end6geno en una c6Iula hospedadora 
cuando el vector de la invenci6n se introduce en dicha c6lula. Tfpicamente, la 
longitud total de dichas regiones de homologfa es de, al menos, 5 kilobases (kb), 
preferentemente de, al menos, 10 kb. 

En una realizaci6n particular, dichas primera y segunda regiones de 
homologfa^ s£_e]igeB_d€L_raaaera__^ 

sustancialmente identicas a sendas secuencias de nuclebtidos del gen del receptor 
Sigma endogeno que flanqueen una regi6n de dicho gen destinada a ser eliminada 
mediante recombinaci6n homdloga y reemplazada por la secuencia de nucle6tidos 
que codifica para un marcador de selecci6n positiva. 

Dichas primera y segunda regiones de homologfa se elegir£n en funcion de la 
secuencia del gen del receptor Sigma end6geno en el que se desea introducir una 
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disrupci6n que da lugar a la ausencia de niveles detectables de receptor Sigma 
end6geno en el hom6logo recombinante y, consecuentemente, en funci6n del 
animal mutante, deficiente en el receptor Sigma enddgeno, que se desea obtenen 
Se han descrito la secuencia de cDNA que codifica para el receptor Sigma-1 en 
conejillos de indias, la secuencia de cDNA y el gen del receptor Sigma-1 en 
humanos, la secuencia de cDNA y el gen del receptor Sigma-1 en ratones, y la 
secuencia de cDNA que codifica para el receptor Sigma-1 en ratas [4]-[8]. Clones 
gen6micos o de cDNA codificantes de receptores Sigma-1 end6genos de animales 
para los que todavfa no se conoce su secuencia de nucle6tidos pueden obtenerse 
por m§todos convencionales a partir de genotecas de c6lulas de dichas especies a 
la vista de las secuencias de los genes de receptores Sigma-1 conocidas debido a la 
elevada homologfa observada entre las mismas. Asimismo, informacibn sobre la 
secuencia de DNA gen6mico o de cDNA del gen del receptor Sigma-2 puede 
obtenerse a partir de publicaciones o bases de datos de secuencias de £cidos 
nucleicos o de protelnas, o bien se pueden obtener clones gen6micos o de cDNA 
codificantes de receptores Sigma-2 end6genos mediante el empleo de metodos 
convencionales, con las debidas modificaciones, a partir de genotecas de celulas 
que los expresan mediante una estrategia similar a la descrita en los Ejemplos 1 y 2 
de esta descripci6n o bien mediante aproximaciones similares, con las debidas 
modificaciones, a las seguidas por otros autores para la obtenci6n de la secuencia 
codificante del gen del receptor Sigma-1 [4]. 

Dichas primera y segunda regiones de homologfa pueden obtenerse por 
metodos convencionales a la vista de la secuencia de nucle6tidos del gen del 
receptor Sigma en el que se desea introducir una disrupci6n, por ejemplo, mediante 
.ei^empLeo^deJaj:eacciQn-en,cadejia-deJa polimerasa„ (PCR)_oJ?T/PCR [lranscripci6n_ 
inversa/reacci6n en cadena de la polimerasa] utilizando los oligonucle6tidos 
iniciadores apropiados. En el Ejemplo 1.1 se describe el aislamiento del gen del 
receptor Sigma-1 de rat6n. 

En una realizaci6n particular, el vector de la invenci6n comprende una 
primera regi6n de homologfa cuya secuencia de nucle6tidos es sustancialmente 
id6ntica a una primera secuencia de nucle6tidos de 6,8 kb del gen del receptor 
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Sigma-1 de rat6n y una segunda regi6n de homologla cuya secuencia de 
nucledtidos es sustancialmente id§ntica a una segunda secuencia de nucle6tidos de 
3,1 kb de dicho gen del receptor Sigma-1 de rat6n, que delimitan una secuencia de 
1,9 kb de dicho gen [v6ase la Figura 5] que se elimina mediante recombinacibn 
hom6loga con el vector de la invenci6n. 

La secuencia de nucle6tidos que codifica para el marcador de selecci6n 
positiva confiere una caracterfstica de seleccidn positiva en las c6Iulas que lo 
contienen, es decir, permite seleccionar las c§lulas que contienen y expresan dicho 
marcador de selecci6n positiva frente a las c6lulas que no lo contienen. La 
secuencia de nucleotidos que codifica para el marcador de selecci6n positiva puede 
estar operativamente unida a unos eiementos reguladores que controlan de forma 
independiente la expresi6n de dicho marcador, constituyendo un cassette de 
expresi6n de selecci6n positiva, o bien el vector de la invenci6n puede construirse 
de manera que la expresi6n de dicho marcador tenga lugar bajo el control de los 
eiementos reguladores del gen del receptor Sigma end6geno. Pr£cticamente 
cualquier marcador de seleccion positiva puede ser utilizado en la construcci6n del 
vector de la invenci6n. Ejemplos ilustrativos de marcadores de selecci6n positiva 
pueden encontrarse, por ejemplo, en la descripci6n de la patente norteamericana 
US 5.464.764. En una realization particular, el vector de la invenci6n contiene una 
secuencia de nucle6tidos que comprende el gen neo que confiere resistencia a la 
mortalidad celular asociada al tratamiento con el antibi6tico frente a la neomicina o 
alguno de sus anSlogos, tales como el sulfate de G418. 

La secuencia de nucle6tidos que codifica para el marcador de selecci6n 
negativa est& situada en una posici6n distal, 5' 6 3\ respecto a dichas primera y 
.saqunda^iBgiojies^^^ unida a los eiementos 

reguladores que controlan la expresibn de dicho marcador de seleccidn negativa 
constituyendo un cassette de expresi6n de selecci6n negativa. Ventajosamente, 
dicha secuencia de nucle6tidos que codifica para el marcador negativo es 
sustancialmente "no id6ntica" a ninguna secuencia del gen del receptor Sigma, es 
decir, la secuencia de nucle6tidos que codifica para el marcador de selecci6n 
negativa no tiene la suficiente homologia con ninguna secuencia del gen del 
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receptor Sigma como para permitir la recombinaci6n hom6loga entre dichas 
secuencias, es decir, el grado de identidad entre los nucle6tidos de dicha secuencla 
de nucle6tidos que codifica para el marcador de selecci6n negativa y la secuencla 
del gen del receptor Sigma debe ser inferior al 45%, preferentemente inferior al 30% 
con el fin de evitar recombinaciones indeseadas. AdemSs, esta secuencia de 
nucle6tidos, ventajosamente, no es id6ntica a ninguna otra secuencia del genoma 
del mamlfero no humano. El marcador de selecci6n negativa confiere una 
caracterlstica de seleccidn negativa en las c6lulas que lo contienen, es decir, 
permite seleccionar las c6lulas que no contienen dicho marcador de seleccibn 
negativa frente a las c6lulas que lo contienen y expresan ya que estas ultimas 
morion por acc!6n del agente de selecci6n negativa mientras que las que no lo 
contienen sobrevivirdn. Aunque pr£cticamente cualquier marcador de selecc!6n 
negativa puede ser utilizado en la construcci6n del vector de la invenci6n, 
p re f eren temente se elegir^n aquellos que cumplan la condici6n de que la secuencia 
de nucle6tidos que codifica para dicho marcador de seleccion negativa no sea 
sustancialmente identica a la secuencia de nucle6tidos del gen del receptor Sigma 
end6geno ni a ninguna otra secuencia del genoma del mamffero no humano. 
Ejemplos ilustrativos de marcadores de seleccion negativa pueden encontrarse, por 
ejemplo, en la patente norteamericana US 5.464.764. En una realizaci6n particular 
de esta invenci6n, el vector de la invenci6n contiene una secuencia de nucle6tidos 
que comprende el gen de la timidina quinasa (f/c) del virus del herpes simplex (HSV). 
La sfntesis de DNA puede interrumpirse en las c6lulas que contienen y expresan 
dicho gen f/c. Estas c6lulas pueden eliminarse utilizando como agente de seleccidn 
negativa el ganciclovir o cualquier otro anSlogo nucleotldico funcionalmente 

-equivalente. 

En una realizaci6n particular, el vector de la invenci6n es un vector de 
recombinaci6n hom6loga con selecci6n positiva-negativa que comprende unas 
primera y segunda regiones de homologla sustancialmente identicas a unas primera 
y segunda secuencias, respectivamente, del gen Sigma- 1 de rat6n, una secuencia 
de nucle6tidos que comprende el gen neo y una secuencia de nude6tidos que 
comprende el gen f/c, tal como el vector denominado pHR53TK [v6ase la Figura 7], 
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que puede ser utilizado para transformar c6lulas de rat6n, por ejemplo, c6lulas 
embrionales ES de rat6n, que contienen el gen del receptor Sigma-1 end6geno, 
mediante recombinacibn hom6loga y obtener c6lulas de rat6n, en primer lugar con 
uno de los alelos mutados del gen del receptor Sigma-1 end6geno, y f en segundo 
lugar, mediante un segundo evento de recombinaci6n homdloga en el alelo salvaje 
restante del genoma, que carecen de niveles detectables de RNA mensajero o 
protelna para el receptor Sigma-1 end6geno. En el Ejemplo 1.2 se describe de 
forma detallada la construcci6n del vector pHR53TK. 

Para la construcci6n del vector de recombinacl6n hom6loga con selecci6n 
positiva-negativa proporclonado por esta Invenci6n se pueden utilizar m6todos 
convencionales de digesti6n con enzimas de restriccidn y un!6n, y similares, tales 
como los descritos por Sambrook et al. [17]. 

El vector de la invenci6n permite el empleo de la tScnica de selecci6n 
"positiva-negativa" para seleccionar los recombinantes hom6logos t es decir, permite 
seleccionar las c§Iulas en las que se ha introducido dicho vector ya que 6stas 
contienen y expresan el marcador de seleccidn positiva pero han perdido el 
marcador de selecci6n negativa como resultado de la recombinacion hom6loga 
entre el vector y el gen del receptor Sigma end6geno. 

El vector de la invenci6n puede ser utilizado para introducir una disrupci6n 
funcional en el gen de un receptor Sigma end6geno, por ejemplo, en el gen del 
receptor Sigma-1 o en el gen del receptor Sigma-2, presente en el genoma de una 
c6lula de mamlfero no humano, y crear homologos recombinantes (c6lulas 
hospedadoras recombinantes) que, a su vez, pueden ser utilizados para generar 
mamlferos no humanos mutantes, deficientes en un receptor Sigma end6geno. Para 
-ello,_el_vector-de- la. invenci6n_seJntroduce_en_dicha_c6lula_ por_cualquier_metodo_ 
convencional adecuado para la introduccion de un DNA ex6geno en una c6Iula, por 
ejemplo, precipitaci6n con fosfato c£lcico, transfecci6n, microinyecci6n, Hpofecci6n, 
etc., preferentemente mediante electroporacion. Tras la introducci6n del vector de la 
invenci6n en la c§lula hospedadora, esta se cultiva durante un periodo de tiempo 
apropiado bajo condiciones que permitan la recombinacion hom6loga entre el vector 
de la invenci6n y el gen del receptor Sigma end6geno. Los recombinantes 
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hom6logos se seleccionan mediante el proceso de selecci6n positiva-negativa y se 
analiza la existencia de recombinaci6n hombloga en el locus del gen del receptor 
Sigma endogeno por tecnicas convencionales, por ejemplo, mediante un an£Iisis 
Southern blot utilizando una sonda que permite diferenciar entre el alelo end6geno 
normal (tipo salvaje) y el alelo del recombinante hom6logo. En el Ejemplo 2.1 se 
describe la inactivaci6n del gen del receptor Sigma-1 de rat6n mediante 
recombinaci6n homologa en c6lulas embrionales ES de rat6n y la obtenci6n de 
ratones quim6ricos (quimeras) con una mutaci6n en el gen del receptor Sigma-1 de 
rat6n mediante la t§cnica de agregaci6n de m6rulas, evalu£ndose la transmisi6n por 
Hnea germinal de dicha mutaci6n mediante cruces de las quimeras respectivas con 
hembras de una cepa receptora, tal como una hembra de la cepa no consangufnea 
CD-1, cuyo pelaje albino es netamente distinguible del pelaje pigmentado 
caracteristico de los ratones hfbridos Fi generados a partirde cruces entre las cepas 
129X1/SvJ y 129S1/SV del cual derivan las c6lulas ES R1 utilizadas en el proceso 
de recombinaci6n hom6loga. 

Los recombinantes hom6logos (c6lulas hospedadoras recombinantes), que 
contienen un alelo del gen del receptor Sigma mutado, pueden utilizarse para 
generar los mamiferos no humanos mutantes de la invenci6n. Para ello, dichas 
celulas hospedadoras recombinantes que contienen una disrupci6n en el gen del 
receptor Sigma endogeno se introducen en embriones por m6todos convencionales, 
por ejemplo, mediante agregaci6n de las c6lulas recombinantes con embriones en 
fase de 8 c6lulas (m6rulas), los cuales son posteriormente implantados en 
mamiferos hembras receptoras pseudogestantes y se deja que los embriones se 
desarrollen a termino. Los animales resultantes son unas quimeras sobre las que se 

analiza latransmisibilidadde la.mutaci6n.por-v.[a_germinaI. Las quimeras capaces.de. _ 

transmitir eficazmente el genotipo de las celulas hospedadoras a su descendencia a 
trav6s de la Hnea germinal se cruzan con mamiferos no humanos tipo salvaje para 
obtener mutantes heterocigotos para la disrupcidn del gen Sigma endogeno en 
celulas somSticas y germinates. Posteriormente, los mutantes heterocigotos se 
cruzan entre sf para obtener mutantes homocigotos. El Ejemplo 2.2 describe la 
obtenci6n de ratones mutantes (heterocigotos y homcigotos) para el gen del 
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receptor Sigma-1 end6geno verificdndose que eran deficientes en dicho gen tal 
como se describe en el Ejemplo 2.3 mediante los correspondientes an£lisis 
estructurales, de expresi6n y funcidn, en los ratones mutantes homocigotos. 

La descendencia de un mamffero no humano mutante de la invenci6n, que 
constituye un aspecto adicional de esta Invenci6n, puede obtenerse mediante 
m6todos convencionales, por ejemplo, mediante tecnicas de cruzamiento ctesico 
entre mamfferos no humanos mutantes de la invenci6n (progenltores) o bien, 
alternativamente, mediante fertilizaci6n in vitro de huevos y/o esperma de los 
mamfferos no humanos mutantes de la invenci6n o mediante clonaci6n, por 
transferencia nuclear y reconstrucci6n posterior de 6vulos enucleados con nticleos 
de celulas mutantes o portadoras de la mutaci6n de tipo embrional o som£tico. Tal 
como se utiliza en esta descripcidn, el termino "descendencia" y "descendencia de 
un mamffero no humano mutante de la invencidn" se refiere a todos y cada uno de 
los descendientes de cada generaci6n posterior a la de los mamfferos no humanos 
originalmente transformados. 

Los mamfferos no humanos mutantes de la invenci6n pueden ser utilizados 
como animates control para la realizaci6n de ensayos in vivo (vease m3s adelante). 
Asimismo, los mamfferos no humanos mutantes de la invenci6n pueden ser 
utilizados como fuente de celulas somaticas, fetales o embrionales, las cuales, una 
vez aisladas y cultivadas pueden ser utilizadas en ensayos in vitro. Ademds, si se 
desea, se pueden preparar Ifneas celulares inmortalizadas a partir de dichas c6lulas 
mediante el empleo de tecnicas convencionales [18-21]. Portanto, en otro aspecto, 
la invention proporciona una Ifnea celular aislada derivada del mamffero no humano 
mutante de la invenci6n. En una realizaci6n particular, dicha Ifnea celular 

proporcionada por. esta. invenci6n es una Ifnea celular murina, por ejemplo, una Ifnea 

de c6lulas embrionales ES de rat6n que comprende una mutaci6n en el gen del 
receptor Sigma-1 de raton en donde dicha Ifnea celular carece de niveles 
detectables de receptor Sigma-1 . 

Los mamfferos no humanos mutantes de la invenci6n pueden ser utilizados, 
ademas, como animates modelo para estudiar el papel desempefiado in vivo por los 
receptores Sigma endogenos, en particular, los receptores Sigma-1 o Sigma-2, y 
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como animales control para la realizaci6n de ensayos In vivo. 

El receptor Sigma-1 parece estar implicado en des6rdenes del sisterna 
nervioso central, tales como la ansiedad, depres!6n o esquizofrenia, en alteraciones 
de la memoria, por ejemplo, amnesia, y en condiciones de estr6s y adicc!6n a 
drogas. Asimismo, dicho receptor Sigma-1 parece estar implicado en procesos de 
analgesia y neuroproteccI6n. Portanto, un mamlfero no humano mutante, deficiente 
en e! receptor Sigma-1, proporcionado por esta invenci6n, puede resultar util tanto 
para el estudio de tales situaciones asi como para la validaci6n y/o el desarrollo de 
fdrmacos disenados para regular o paliar los efectos de las alteraciones y 
condiciones patoI6gicas en las que est6n implicados dichos receptores Sigma-1. 

Por tanto, en otro aspecto, la invenci6n se relaciona con el empleo de un 
mamlfero no humano mutante de la invention, o de una linea celular proporcionada 
por esta invenci6n, deficiente en ei receptor Sigma-1, para evaluar compuestos 
potencialmente Otiles destinados a 

prevenir y/o tratar des6rdenes del sisterna nervioso central, por ejemplo, 

ansiedad, esquizofrenia o depresi6n; 

prevenir y/o tratar alteraciones de la memoria, por ejemplo, amnesia; 

prevenir y/o tratar condiciones de estr6s; 

prevenir y/o tratar condiciones de adiccibn a drogas; 

producir analgesia; o 

producir neuroprotecci6n. 

Los receptores Sigma-2 parecen ser dianas para el disefio de herramientas, 
tanto diagn6sticas como terap6uticas, para combatir el c&ncer y/o procesos 
degenerativos y/o para el disefio de compuestos capaces de prevenir, reducir o 
aliviar la patologfa secundaria asociada a la administraci6n de agentes 
neurol§pticos, por ejemplo, alteraciones secundarias motoras provocadas en 
pacientes sometidos a tratamiento continuado con agentes neurol6pticos, tales 
como haloperidol. Por tanto, un mamlfero no humano deficiente en el receptor 
Sigma-2 puede resultar util en la validaci6n y/o desarrollo de fSrmacos disenados 
para el diagnostico o tratamiento del cancer, asi como en la validation y/o desarrollo 
de f&rmacos para la prevention y/o el tratamiento de procesos degenerativos, o en 
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la validaci6n y/o desarrollo de termacos disefiados para prevenir, reducir o aliviar los 
efectos secundarios asociados con la administraci6n continuada a un paciente de 
agentes neurolSpticos, en particular, los efectos secundarios motores. 

Por tanto, en otro aspecto, la Invenci6n se relaclona con el empleo de un 
mamffero no humano mutante de la invenci6n, o de una Hnea celular proporcionada 
por esta invenci6n, deficiente en el receptor Sigma-2, para la validacidn y/o 
desarrollo de fdrmacos disefiados para 

ei diagn6stico o tratamiento del c4ncer, 

la prevenci6n y/o el tratamiento de procesos degenerativos, o para 

prevenir, reducir o aliviar los efectos secundarios asociados con la 

administraci6n de agentes neurotepticos. 

En otro aspecto, la invenci6n se relaciona con un m6todo para determinar el 
efecto de un compuesto a ensayar sobre un mamffero no humano deficiente en un 
receptor Sigma endbgeno, tal como un receptor Sigma-1 o Sigma-2, que comprende 
poner en contacto un mamffero no humano mutante de la invenci6n con dicho 
compuesto a ensayar y detectar la presencia o ausencia de un cambio fisioI6gico en 
dicho mamffero no humano mutante en respuesta al contacto con dicho compuesto; 
o bien, administrar un compuesto a ensayar a dicho mamffero no humano mutante 
de la invenci6n, administrar dicho compuesto a ensayar a un mamffero no humano 
control que expresa el receptor Sigma endogeno funcional correspondiente, por 
ejemplo, el receptor Sigma-1 o el receptor Sigma-2, y observar si dicho compuesto 
produce un efecto sobre el fenotipo en dicho mamffero no humano mutante cuando 
se compara con el mamffero no humano control. Cualquier efecto observable sobre 
el fenotipo podrfa estar relacionado, en principio, con la funci6n (o disfuncidn) del 
receptor Sigma considerado. 

En otro aspecto, la invenci6n se relaciona con un m6todo para determinar el 
efecto de un compuesto sobre c6Iulas que expresan un receptor Sigma, por 
ejemplo, el receptor Sigma-1 o el receptor Sigma-2, y sobre c§lulas que no expresan 
dicho receptor Sigma, que comprende introducir un compuesto a ensayar en una 
poblaci6n de c^Iulas, o en un homogeneizado de las mismas, en donde dichas 
cSlulas son c6lulas aisladas o establecidas a partir de un mamffero no humano 
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mutante de la invenci6n, administrar dicho compuesto a ensayar a una pob1aci6n de 
c6lulas de mamffero no humano control, o a un homogeneizado de las mismas, que 
expresa el correspondiente receptor Sigma funcional, y observar o analizar si dicho 
compuesto a ensayar produce un efecto sobre la expresidn de dicho receptor Sigma 
en las c6lulas de dicho mamffero no humano mutante de la invenci6n cuando se 
compara con c§lulas de mamffero no humano control. En principio, cualquier efecto 
observable sobre el fenotipo podrfa estar relacionado con la funci6n (o disfunci6n) 
del receptor Sigma considerado. 

Los siguientes ejemplos ilustran la invenci6n y no deben ser cohsiderados 
limitativos del alcance de la misma. La combinaci6n de los Ejemplos 1 y 2 describe 
de forma detallada un procedimiento para la generaci6n de ratones mutantes en el 
gen del receptor Sigma-1 enddgeno que carecen de niveles detectables del receptor 
Sigma-1 de ratbn. En el Ejemplo 1 se describe el aislamiento y clonaje del gen del 
receptor Sigma-1 de rat6n y la construcci6n de un vector de recombinaci6n 
homologa con seieccion posttiva-negativa, mientras que en el Ejemplo 2 se describe 
la transfeccion de celulas ES de rat6n y la generation de ratones mutantes 
deficientes en el receptor Sigma-1 murino. 

EJEMPLO 1 

Aislamiento v clonale del gen del receptor Sigma-1 de raton v construccidn de 
un vector de recombinacion homologa con seieccion positiva-negativa 

1.1 Aislamiento del gen del receptor Sigma-1 de raton 

A partir de las secuencias publicadas del cDNA y del gen del receptor Sigma- 
1 de rat6n [8] se disenaron cuatro oligonucle6tidos con el objetivo de aislar y clonar 
dicho gen. Las caracterlsticas de dichos oligonucle6tidos f denominados MS1 f MS2, 
MS3 y MS4, se detallan en la Tabla I. Las posiciones relativas de estos 
oligonucle6tidos f respecto a las secuencias publicadas del cDNA y del gen de rat6n, 
se representan esquematizadas en la Figura 1 . 
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Tabla I 

Oligonucle6tidos utilizados para clonar el gen del receptor Sigma-1 de raton 



Oligo- 
nucledtido 


Secuencia de DNA 
(5'->3*) 


Posicidn relativa 
respecto al gen 
[AF030199] 


Posicion relativa 
respecto al cDNA 
[AF030198] 


MS1 


SEQ.ID.NO: 1 


2567-2584 




MS2 


SEQ.ID.NO: 2 


3437-3458 


113-134 


MS3 


SEQ.ID.NO: 3 


3726-3708 


277-259 


MS4 


SEQ.ID.NO: 4 


5683-5664 


1132-1113 



Con dichos oligonucleotides se obtuvieron fragmentos espeefficos de DNA del 
tamafio esperado a partir de DNA gen6mico y RNA total de rat6n de las cepas NMRI 
y BALB/C, utilizando protocolos de PCR y RT/PCR habituates [9]. Se utilizaron 
inicialmente las parejas de oligonucleotides MS1/MS3 y MS2/MS4 que produjeron, 
mediante PCR sobre DNA gen6mico, fragmentos de 1160 y 2246 pares de bases 
(pb), respectivamente. AdemSs, a partir de RNA total, mediante RT-PCR se clon6 el 
cDNA correspondiente al fragmento de 1020 pb a partir del par de oligonucle6tidos 
MS2/MS4. Los fragmentos de DNA obtenidos fueron subclonados en el vector 
plasmldico Bluescript KS+ (Stratagene), usando m6todos habituates [9], En la Figura 
1 se describen los pl&smidos obtenidos con secuencias del cDNA y del gen. En 
particular se describe el plasmido pmcSI/N, que corresponde al fragmento cDNA de 
1020 pb, obtenido a partir de los oligonucle6tidos MS2/MS4, que posteriormente fue 
usado para la obtenci6n de clones gen6micos del gen del receptor Sigma-1 de 
rat6n. 

La clonacion, por PCR y por RT/PCR, de los diferentes fragmentos 
gen6micos y de cDNA correspondientes al gen del receptor Sigma-1 de ratdn 
proporciono sondas gen6ticas espeefficas para ser utilizadas en el aislamiento de 
clones genomicos intactos de una genoteca de rat6n. Dado que el objetivo Oltimo 
reside en la obtenci6n de un rat6n mutante para este gen se debe procurar obtener 
clones secuencias isogenicas (esto es, de la misma cepa de raton) con objeto de 
optimizar el proceso de recombination homdloga en las celulas embrionales 
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pluripotentes ES [10]. Las c§lulas ES de rat6n que se utilizaron, c6lulas ES R1 [11], 
provienen de un hfbrido F1 de dos sub-cepas de rat6n 129/Sv [129X1/SvJ x 
129S1/SvJ]. Por ello, se decidid abordar el aislamfento de clones gen6micos a partlr 
de una genoteca comercial preparada a partlr de DNA de ratones 129/Sv 
(Stratagene, Cat. Nr. #946313). Se anallzaron 1 x 10 6 clones recombinantes de la 
genoteca distribuidos en 6 placas grandes (Nunc, 243 mm x 243 mm, 530 cm 2 ) a 
raz6n de 170.000 fagos por placa, aproximadamente. Se procedi6 a obtener dos 
r6plicas consecutivas de cada placa en membrana de Nylon (Hybond-N, 
Amersham). Estas membranas fueron hibridadas con la sonda especifica 
correspondiente al inserto del pl£smido pmcS1/N ? siguiendo protocolos habituales 
[9]. 

Inicialmente se identificaron nueve sefiales especfficas (en ambos duplicados 
de las r6plicas) y se procedi6 a purificar los bacteri6fagos presentes en las placas 
que habfan dado serial positiva, siguiendo protocolos habituales [9]. La utilizaci6n de 
los oligonucle6tidos mencionados (MS1, MS2, MS3 y MS4) y el an£lisis mediante 
Southern blot penmiti6 comprobar que cuatro de estos clones seleccionados (ASg1, 
ASg2, ASg5, ASg6) contenfan la totalidad del gen del receptor Sigma-1 de rat6n. En 
la Figura 2 se presenta el mapa de las secuencias colindantes al gen del receptor 
Sigma-1 de rat6n obtenido a partir del solapamiento de los mapas de los cuatro 
clones de bacteri6fagos mencionados. Se constat6 la obtenci6n novedosa del mapa 
estructural de unas 30 kilobases (kb) circundantes al gen, lo cual excedfa de la 
informacidn publicada y depositada en las bases de datos (inferior a 7 kb, centradas 
alrededor del gen) [6]. Estas secuencias se subclonaron en piasmidos para poder 
ser utilizadas en la construcci6n del vector de la recombinaci6n hom6loga con 
selecci6n positiva-negativa. En la Figura 3 se representan los diferentes clones 
originales obtenidos con secuencias gen6micas correspondientes a secuencias 
situadas en la regi6n 5' y 3' del gen. 



1 .2 Construccion del vector de recombinacion hom6loga con seleccldn 
positiva-negativa (pHR53TK) para la inactivacion por mutacion del gen del 
receptor Sigma-1 en celulas ES de raton 
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Para la construcci6n del vector de recombinaci6n hom6loga con seleccl6n 
positlva-negativa denominado pHR53TK se utiliz6, como pl£smido de soporte e 
inicio de los sucesivos clonajes, el vector pHM2 [12] (8451 pares de bases, Base de 
datos GenBank, C6digo de acceso: X76682), el cual ya habla sido utilizado con 6xito 
en la preparaci6n de vectores de recombinacl6n hom6loga que habfan conducido a 
la Inactlvaci6n efectiva de otros genes del rat6n, v6ase, por ejemplo [13], 

A partir del ptesmido pmgS1 Eag6.7 (v6ase la Figura 3) se obtuvo, mediante 
digesti6n con el enzima de restricci6n Bgl II, un fragmento de 3,1 kb portador de la 
secuencia de homologfa 3' del gen del receptor SIgma-1 de rat6n. Este fragmento 
Bgl II de 3,1 kb se insert6 en el pldsmido pHM2, previamente digerido con el mismo 
enzima, cuyo tinico sitio de corte para Bgl II se sittia en la posici6n 8171, 
gener£ndose el pISsmido intermedio pHR3A, con un tamafio de 11,6 kb. 
Seguidamente, sobre el ptesmido pHR3A se insert6 f en el sltio tinico de corte para el 
enzima de restricci6n Pml I (posici6n 2259 relativa al ptesmido pHM2), la secuencia 
de homologfa 5' del gen del receptor Sigma-1 de raton, obtenida como un fragmento 
de 6,8 kb mediante digestidn con los enzimas Sal I y Sac II a partir del DNA del 
bacteri6fago ASg6 (Figura 2). La posterior fusidn, previa conversi6n a extremos 
romos de las secuencias de DNA, del sitio Sac II (de la secuencia del gen del 
receptor Sigma-1 de rat6n, posici6n 3356 de la secuencia AF030199) y Pml I (del 
vector pHR3A) permiti6 obtener la fusi6n transcripcional entre los primeros cuatro 
amino£cidos del gen del receptor Sigma-1 con el resto de amino£cidos del gen 
indicador /acZ, presente en el vector original pHM2 [12]. La adici6n de la secuencia 
de homologfa 5' del gen del receptor Sigma-1 permiti6 obtener el plasmido 
intermedio pHR53, el cual delimitaba exactamente los nucle6tidos a suprimir 
(deleccionar) del gen entre las posiciones 3356 (Sac II) y 5263 (Bgl II), relativas a la 
secuencia original del gen depositada en GenBank AF030199. En efecto, esto 
producla la eliminaci6n de 1907 nucle6tidos ( los cuales incluyen la pr£ctica totalidad 
de secuencias codificantes para el gen del receptor Sigma-1 de rat6n, con la 
excepcidn de los primeros cuatro aminoacidos. En la Figura 4 se representan 
graficamente los llmites precisos de la secuencia cuya eliminacion estaba prevista 
realizar a trav6s de recombinacion hombloga en celulas ES de raton (Ejemplo 1 .3). 
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En la Figura 5 se puede observar la posicidn relativa de las secuencias de 
homologfa 5' y 3\ de 6,8 y 3 f 1 kb de tamafio y presentes en e! vector pHR53, 
respecto al solapamiento de 30 kb previamente descrito. Estas secuencias de 
homologfa 5' y 3' a su vez delimitan la zona del gen del receptor Sigma^l a elimSnar, 
de un tamafio de 1 ,9 kb. 

Con objeto de verificar la presencia y fusi6n exacta de los fragmentos de DNA 
utilizados para la construcc!6n del vector pHR53 se procedl6 a secuenciar los 
extremos de los mismos. En particular, se verified la fusidn transcripcional entre los 
primeros nucle6tidos codificantes del gen del receptor Sigma-1 de rat6n con la 
secuencia codificante para el gen indicador /acZ, tal y como se presenta en la Figura 
6. 

Finalmente, con objeto de obtener un vector de recombinaci6n homdioga con 
selecci6n positiva-negativa sobre el que poder aplicar los procedimientos de 
seleccidn positiva (gen de resistencia a neomicina, presents en el pl&smido pHM2) 
combinados con los de selecci6n negativa [14] (gen de resistencia a ganciclovir, 
timidina quinasa del virus del herpes simplex, HSV-TK, ausente en el plasmido 
pHM2 pero presente en el plasmido pPNT [15]) se procedi6 a clonar el cassette de 
expresi6n con el gen HSV-TK en el sitio de restriction Not I del plasmido pHR53 a 
traves de una construcci6n intermedia en la que se obtuvo el gen HSV-TK en el 
vector pSX [12], gener&ndose finalmente sobre 6ste ultimo pISsmido el vector 
pHR53TK de 20,8 kb de tamafio, cuyo mapa se muestra en la Figura 7. El plasmido 
pHR53TK ha sido depositado en la CECT con fecha 4 de octubre de 2002 y le ha 
correspondido el ndmero de acceso CECT 5737. 

EJEMPLO 2 

Generacion de ratones mutantes deficientes en el gen del receptor Sigma-1 

endogeno 

2.1 Inactivacion del gen del receptor Sigma-1 mediante recombinacion 
homologa en celulas ES de raton y obtencion de ratones quimericos con dicha 

mutacion 
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Una vez construido el vector pHR53TK se Iineariz6 mediante digesti6n con el 
enzima de restricci6n Sal I (Figura 7). A continuacl6n, 20 pg del vector pHR53TK 
linearizado se utilizaron para transfectar 9,6 x 10 6 c6lulas ES R1 [11] mediante 
electroporaci6n (condiciones de electroporaci6n: 500 pF, 250 V). A las 24 horas se 
inici6 el proceso de selecci6n positiva mediante la adici6n de 300 pg/ml del 
antibi6tico G418. A las 48 horas se adicion6 la droga ganciclovir, para el proceso de 
selecci6n negativa, hasta alcanzar una concentraci6n final de 2 pM. Ocho dfas mSs 
tarde se procedid a identificar clones recombinantes independientes (resistentes a 
G418 y ganciclovir) que fueron subcultivados por separado. Todo el proceso se 
realiz6 en presencia de fibroblastos embrionarios de rat6n (MEFs) resistentes a 
G418 y del factor de crecimiento L.I.F. (leucemia inhibitory factor o factor de 
inhibici6n de la leucemia) para inhibir la diferenciaci6n espontenea de las c6lulas ES 
pluripotentes. En todo momento se siguieron protocolos descritos en la literature 
para el cultivo, transfecci6n y manipulaci6n de c6lulas ES de rat6n [10] (informaci6n 
relativa al proceso de selecci6n positiva-negativa se puede obtenerse, por ejemplo, 
en las patentes norteamericanas US 5.464.764, US 5.487.992, US 5.627.059 y US 
5.631.153). 

Se analizaron un total de 272 clones recombinantes de c6lulas ES de rat6n 
mediante el procedimiento de Southern blot, descrito en la literatura [9]. Para ello se 
disenaron dos sondas, una sonda 5' y otra sonda 3\ alejadas de las zonas de 
homologfa del gen del receptor Sigma-1 de rat6n incluidas en el vector pHR53TK 
con el objetivo de identificar dos polimorfismos en el tamafio de fragmentos de 
restricci6n. As! pues, miediante digesti6n con el enzima de restricci6n Hind III y 
utilizando la sonda 5' se podia distinguir el alelo salvaje (10,7 kb) del alelo mutante 
(19 kb) del gen del receptor Sigma-1 de rat6n. De igual manera, mediante digesti6n 
con el enzima de restricci6n EcoR I y utilizando la sonda 3* se podfa distinguir el 
alelo salvaje (13,7 kb) del alelo mutante (11,9 kb) del gen del receptor Sigma-1 de 
rat6n. En la Figura 8 se indica el diseno experimental utilizado para diferenciar el 
alelo mutante del alelo salvaje del gen del receptor Sigma-1 de rat6n. 

De los 272 clones de c^lulas ES independientes analizados 12 (es decir, un 
4,4%) presentaron los polimorfismos esperados utilizando la sonda 5' y ia sonda 3' 
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(Figura 8). En la Figure 9 se muestra el resultado de los an&lisis mediante Southern 
blotde\ DNA gen6mico correspondiente a estos 12 clones de c§Iulas ES. 

Seguidamente se seleccionaron 4 clones recombinantes positivos de c6lulas 
ES independientes con el objeto de proceder a la generaci6n de los ratones 
quim§ricos (quimeras) correspondientes, mediante la t&cnica de agregaci6n de 
m6rulas, utilizando procedimientos descritos en la literature [10], [11]. Las 
condiciones experimentales para la agregaci6n de las c6lulas ES recombinantes (en 
numero promedio de 10) con embriones en fase de 8-c6lulas (mbrulas) de la cepa 
de rat6n CD-1 comprendlan el empleo de un 4% de medio condicionado de c6lulas 
ES en el proceso de agregaci6n. 

Usando estas condiciones se identificaron 11 quimeras supervivientes, 
obtenidas a partir de 19 quimeras inicialmente identificadas a termino entre los 40 
fetos que lograron progresar en su gestacidn a partir de 382 embriones agregados y 
transferidos. En la Tabla II aparece, de forma resumida el proceso de agregaci6n 
utilizado. 

Tabla II 

Agregacion de morulas (embriones de raton de 8 celulas de la cepa CD-1) con 
los clones de celulas ES recombinantes positivos 



embriones 
agregados 


N° 

embriones 
transferidos 
(% 

agregados) 


N° embriones 
gestados (% 
transferidos) 


N° fetos 
a 

termino 


N° 

quimeras 
identificadas 


N° 

quimeras 
supervivientes 


399 


382 (95,7%) 


71 (18,6%) 


40 


19 


11 



Las once quimeras supervivientes obtenidas correspondlan a dos clones de c6lulas 
ES independientes, el clon #8 y el clon #175, siguiendo las recomendaciones 
incluidas en los protocolos habituates de generaci6n de quimeras, que exigen la 
obtenci6n de la mutacion por lo menos a partir de dos clones independientes para 
evitar problemas inherentes a un determinado clon que pudieran generar un fendtipo 
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an6malo del rat6n mutante [10]. 

Seguidamente se evalu6 la transmisi6n por Ifnea germinal de la mutaci6n 
mediante cruces de las quimeras respectivas con hembras de la cepa receptora CD- 
1, cuyo pelaje albino es netamente distinguible del pelaje pigmentadc caracteristico 
de las cepas 129Sv de las que derivan las cSlulas ES R1 utilizadas en el proceso de 
recombinacidn hom6loga [11]. 

En la Tabla III se describen los resultados de los anSlisis de transmisi6n del 
fenotipo pigmentado (asociado al genotipo presente en las c§lulas ES) realizados 
sobre las 1 1 quimeras identificadas. 

Tabla III 

Quimeras obtenidas para la mutacion en el gen del receptor Sigma-1. Analisis 
de la transmision por via germinal del genotipo presente en las celulas ES 
mediante cruces con hembras de raton albinas CD-1 



Quimera 


Clon 
ES 


Sexo 


% 

Quimerismo 


% 

Transmfsi6n 
Lfnea 
Germinal 


Crfas F1 
pigmentadas 
en cruces 
con CD-1 / 
totales 


1 


#175 


Macho 


70% 


100% 


71/71 


2 


#175 


Macho 


5% 


0% 


0/130 


3 


#8 


Macho 


65% 


100% 


91/91 


4 


#8 


Macho 


20% 


0% 


0* 


5 


#8 


Hermafrodita 


40% 


0% 


0** 


6 


#175 


Macho 


50% 


0% 


0/30 


7 


#175 


Macho 


100% 


0% 


0* 


8 


#8 


Macho 


70% 


100% 


27/27 


9 


#8 


Macho 


70% 


100% 


8/8 


10 


#8 


Macho 


10% 


0% 


0/28 


11 


#8 


Macho 


25% 


0% 


0/38 
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(*) Sin tapones vaginales (esteril) 

(**) Tapones vaginales no productivos (esteril) 

Los an&lisis de transmisibilidad demostraron que cuatro quimeras 
independientes (1 derivada del clon #175 y 3 derivadas del clon #8) fueron capaces 
de transmitir eficazmente (al 100 %) el genotipo de las c6lulas ES a su 
descendencia, a trav6s de la Ifnea germinal. Estos animates F1 fueron utilizados 
para analizar la presencia del alelo mutante y, mediante cruces sucesivos, generar 
el correspondiente rat6n mutante. 

2.2 Obtencion de ratones mutantes para el gen del receptor Sigma-1 

Una vez verificada la transmisi6n a Hnea germinal en cuatro de las once 
quimeras obtenidas (con individuos representantes de los dos clones ES 
recombinantes utilizados) por la presencia de pigmentaci6n en las crlas F1 
obtenidas a partir de los cruces con ratones albinos CD-1 se verified la presencia de 
alelos mutados del gen del receptor Sigma-1. La detecci6n de pigmentaci6n no 
garantiza la presencia del alelo mutado puesto que solamente un 50% heredara el 
alelo portador de la mutacion, el 50% restante heredara el alelo salvaje, intacto, de 
las c6luias ES originates. Por ello, y para la posterior identificaci6n de individuos 
homocigotos mutantes y salvajes, se disenaron dos tests analfticos mediante la 
tecnica de PCR (PCR-Sigma y PCR-Neo, Figura 10), usando m6todos habituates [9] 
que permitfan identificar inequfvocamente los tres genotipos, concretamente: 
homocigotos salvajes, heterocigotos (portadores de la mutaci6n) y homocigotos 
mutantes (V§ase la Tabla IV). 
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Tabla IV 

Obtencion de genotipo mediante PCR 



Genotipo 


PCR-SIGMA 


PCR-NEO 


Homocigoto salvaje 


+ 




Heterocigoto 




+ 


Homocigoto mutante 




+ 



La PCR-Sigma utiliza los oligonucle6tidos MS1 y MS3 [Tabla I] que solamente 
pueden amplificar un fragmento de DNA especffico de 1,16 kb cuando alguno de los 
dos alelos del gen del receptor Sigma-1 este intacto. De forma similar, la PCR-Neo 
emplea dos oligonucle6tidos especlficos e internos al gen que confiere resistencia a 
la neomicina (gen neo) [Neo 1 (SEQ. ID. NO: 5) y Neo 2 (SEQ. ID. NO: 6)], que 
amplifican una fragmento de DNA especffico de 0,7 kb solamente si alguno de los 
dos alelos transporta la mutaci6n inicialmente detectada en las c6Iulas ES. 

En la Tabla V se detalla la identification de individuos heterocigotos entre los 
individuos obtenidos en la F1 resultante de cruces entre quimeras transmisoras y 
hembras CD-1. Solamente los individuos pigmentados fueron analizados mediante 
la PCR-Neo. La detecci6n de la banda analltica de 0,7 kb indica que ese individuo 
es portador de la mutaci6n en uno de los alelos del gen del receptor Sigma-1. 
Aproximadamente la mitad de los individuos pigmentados, en cada uno de los dos 
clones, corresponden a ratones chinchilla. La otra mitad son ratones agouti, el pelaje 
salvaje. De igual manera, un poco menos de la mitad de los individuos F1 
pigmentados resultaron ser, en cada uno de los dos clones analizados, 
heterocigotos y por lo tanto portadores de la mutaci6n. 

Tabla V 

Detecci6n de individuos heterocigotos en los cruces entre quimeras y 

hembras CD-1 
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Quimeras 


Total 
individuos F1 
pigmentados 
analizados 
por PCR 


Heterocigotos 

(+/-) 
identificados 
(% total) 


Heterocigotos 
con pelaje 
chinchilla 


Heterocigotos 

con pelaje 
agouti (salvaje) 


Clon ES 
#175 


71 


31 (43,7%) 


14 


17 


Clon ES #8 


112 


51 (45,5%) 


25 


26 



Una vez identificados suficientes individuos heterocigotos (de los dos sexos) 
de cada uno de los dos clones ES utilizados, se establecieron cruces entre estos 
individuos heterocigotos con el objetivo, segtin las leyes de la Genetica Ctesica 
(Mendel), de lograr detectar individuos mutantes (homocigotos para el alelo mutante) 
en la segunda generacion (F2) resultante. 

La obtencidn del genotipo de los animates F2 generados se bas6 en los dos 
tests anallticos por PCR (PCR-Sigma y PCR-Neo) anteriormente descritos (vease la 
Tabla IV). El resultado de estos cruces y los nOmeros totales de cada uno de los tres 
genotipos obtenidos en los individuos de la segunda generaci6n se detallan en la 
Tabla VI. 



Tabla VI 

Deteccion de individuos homocigotos en los cruces entre animales F1 



Clones 


Total 


Individuos 


Individuos 


Individuos 




individuos 


salvajes 


heterocigotos 


homocigotos 




F2 


(+/+) 


(+/-) 


mutantes (•/-) 




analizados 


identificados 


identificados 


identificados 




por PCR 








Clon ES#175 


130 


42 


60 


28 


Clon ES #8 


48 


12 


25 


11 



Segiin las leyes de Mendel el resultado del cruce entre dos individuos 
heterocigotos, con dos alelos distintos para un mismo locus, se distribuye como 
sigue: 25% de individuos salvajes (+/+), 50% de individuos heterocigotos (+/-) y 25% 
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de homocigotos mutantes (-/-). En la Tabla VII se comparan los resultados obtenidos 
en la F2 (Tabla VI) frente a los esperados, segiin las leyes de Mendel. 

Tabla VII 



Comparacion entre resultados obtenidos y esperados en los individuos F2 





Total 
individuos 
F2 


Salvajes 

(+/+) 
(% total) 


Heterocigotos 
(+/-) (% total) 


Mutantes (-/-) 
(% total) 


Clon ES #175 
Resultados 
OBTENIDOS 


130 


42 (32,3%) 


60 (46,2%) 


28 (21,5%) 


Clon ES #175 

Resultados 
ESPERADOS 


130 


32,5 (25%) 


65 (50%) 


32,5 (25%) 


Clon ES #8 
Resultados 
OBTENIDOS 


48 


12 (25%) 


25 (52,1%) 


11 (22,9%) 


Clon ES #8 
Resultados 
ESPERADOS 


48 


12 (25%) 


24 (50%) 


12 (25%) 



El an&Iisis estadlstico de estos datos da como resultado, en ambos casos, un 
valor x 2 calculado inferior al tabulado para p=0,05 y (3-1 = 2) 2 grados de libertad (x 2 
= 5,991) [Clon ES #175 % 2 = 3,785; Clon ES #8 % 2 = 0,125] por lo que se puede 
concluir, que la distribuci6n de genotipos se ajusta a la prevista segun Mendel 
(p=0,05). No es pues estadlsticamente significativa la ligera disminucion de 
mutantes identificados respecto a los valores tedricamente esperados. 

Como conclusion adicional a este primer an£lisis se puede afiadir que se 
obtienen, por igual, machos y hembras homocigotos mutantes. La distribuci6n por 
sexos entre los homocigotos mutantes identificados se ajusta a lo esperable (50% 
de cada sexo), no observSndose, por el momento desviaciones estadlsticamente 
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significativas. En el caso del clon ES #175 de los 28 mutantes detectados 13 son 
machos, mientras que en el caso del clon ES #8 de los 1 1 mutantes detectados 4 
son machos. Ambos valores se acercan a la normalidad y siguen la distribucibn 
esperada (p=0,05, grados de libertad=i, % 2 calculado=3,841) [Clon ES #175 % 2 = 
0,143; Clon ES #8 x 2 = 0,818]. 

Adiclonalmente se ha observado que tanto las hembras como los machos 
homocigotos mutantes son fertiles, por lo que han podido obtenerse colonias de esta 
mutaci6n estables. No se ha detectado manifestaci6n externa ni obervable que, 
aparentemente, distinga a los ratones mutantes de los ratones salvajes. No 
obstante, los ratones estan siendo analizados pormenorizadamente para evaluar el 
efecto de la mutaci6n en el gen del receptor Sigma-1 mediante paradigmas 
encaminados a dilucidar su participaci6n en procesos de analgesia, adicci6n, 
depresi6n, psicosis y esquizofrenia usando m6todos habituales en esta £rea de 
conocimiento [16]. 

La mutacion se ha obtenido y analizado en dos fondos gen^ticos mixtos 
distintos (1 29Sv x CD-1 y 1 29Sv x C57BL/6J). 

2.3 Analisis estructu rales, de expresion y funcion, en ratones mutantes para el 

gen del receptor Sigma-1 

Una vez generados los ratones mutantes para el gen del receptor Sigma-1 de 
rat6n se verified la ausencia del gen (DNA), de expresi6n del mismo (RNA 
mensajero), de proteina y de actividad (funci6n) para verificar que, en efecto, los 
ratones mutantes eran deficientes en el gen del receptor Sigma-1 . 

En primer lugar se analiz6 la presencia de los polimorfismos asociados a las 
sondas 5' y 3' que permiten detectar los alelos mutantes y salvajes de forma 
inequlvoca. Para ello se analizo DNA gen6mico de ratones salvajes, heterocigotos y 
mutantes para el gen del receptor Sigma-1 . El resultado del analisis por Southern 
blot se incluye en la Figura 11. Los resultados obtenidos permiten concluir, 
inequtvocamente, la presencia del alelo mutante segtin el disefio experimental 
previsto. 

En segundo lugar se evalu6 la expresion del gen del receptor Sigma-1 en 
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diferentes 6rganos de ratones mutantes, heterocigotos y salvajes en los cuales el 
gen habitualmente est£ presents [5]. Para estos anSllsis de expresi6n se utiliz6 la 
tecnica de Northern blot, siguiendo protocolos descritos en el £rea [9]. A 
continuacidn, en la Figura 12, se observa la ausencia de sefiat en aquellos carriles 
del gel que corresponden a RNA totales de animates homocigotos mutantes, y por lo 
tanto carentes del gen del receptor Sigma-1. En conclusi6n, no solamente no este el 
gen del receptor Sigma-1 sino que ademds es imposible encontrar RNA mensajeros 
(transcritos) que permitan documentar su expresi6n. En efecto, el rat6n mutante no 
expresa el gen del receptor Sigma-1. 

En tercer lugar se evaiu6 la expresi6n del gen del receptor Sigma-1 en 
cerebro de ratones mutantes, heterocigotos y salvajes mediante la localizaci6n de la 
protelna correspondiente en extractos proteicos por un anticuerpo policlonal 
especffico. Para ello, se utiliz6 la tecnica de Western blot Los resultados obtenidos 
se muestran en la Figura 13, donde no se observan niveles detectables de protelna 
(receptor Sigma-1) en los extractos proteicos de cerebro procedentes de ratones 
mutantes homocigotos para el gen Sigma-1 . 

En cuarto lugar se evaluo la actividad (funci6n) del receptor Sigma-1 de rat6n 
mediante un ensayo de uni6n especifica al ligando [ 3 H]-pentazocina. Brevemente, 
cerebros de ratones mutantes (-/-), heterocigotos (+/-) y salvajes (+/+) fueron 
homogeneizados y los homogeneizados se centrifugaron varias veces en distintas 
condiciones de velocidad para obtener la fracci6n membranaria. Posteriormente, se 
procedi6 a la incubaci6n de muestras de la fracci6n membranaria obtenidas con el 
radioligando ^Hj-pentazocina en condiciones de uni6n optima para este receptor 
(37°C, durante 130-170 minutos), filtraci6n de las muestras, lavado de las muestras 
y lectura del contaje de radiactividad presente en el filtrado [22j. Los resultados 
obtenidos se muestran en la Figura 14 y ponen de manifiesto la ausencia de 
actividad (funci6n) en los ratones mutantes homocigotos. 

En quinto lugar se evalud la funcion del receptor Sigma-1 frente a paradigmas 
y protocolos de conducts y comportamiento conocidos. En este sentido no se han 
> detectado diferencias estadfsticamente significativas en el comportamiento de los 

ratones mutantes frente a los salvajes en la siguiente lista de tests o paradigmas 
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analizados. Solamente se han observado drferencias estadlsticamente significativas 
frente a ratones salvajes en la respuesta de hiperactividad (hipermotilidad) inducida 
por el ligando SKF-10047 (datos no mostrados). 

DEP6SITO DE MATERIAL BIOLOGICO 

Un cultlvo de Escherichia coli ToplOF, denominado pHR53TK conteniendo el 
vector plasmfdico pHR53TK ha sldo deposltado en la Colecci6n Espaflola de 
Cultivos Tipo, CECT, Burjasot, Valencia (Espafia), el 4 de octubre de 2002, 
correspondi6ndole el nOmero de acceso CECT 5737. 
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REIVINDICACIONES 

1. Un mamffero no humano mutante, deficiente en un receptor Sigma 
end6geno, cuyo genoma contiene una mutaci6n que comprende una disrupci6n en 
un gen de un receptor Sigma end6geno, en donde dicha disrupci6n g6nica da lugar 
a un mamlfero no humano mutante que carece de niveles detectables de receptor 
Sigma end6geno. 

2. Mamffero no humano mutante segtin la reivindlcaci6n 1, en el que dicho 
mamlfero no humano mutante es un mutante heterocigoto para dicha mutaci6n. 

3. Mamffero no humano mutante segtin la reivindicaci6n 1, en el que dicho 
mamlfero no humano mutante es un mutante homocigoto para dicha mutaci6n. 

4. Mamffero no humano mutante segtin la reivindicaci6n 1, en el que dicho 
mamffero no humano es un rat6n. 

5. Mamffero no humano mutante segtin la reivindicaci6n 1, en el que el 
genoma del mamffero no humano mutante comprende un transg6n dentro de la 
mutacion introducida en el gen del receptor Sigma-1 end6geno que comprende un 
gen que codifica para un marcador de selecci6n positiva. ' 

6. Mamffero no humano mutante segtin la reivindicaci6n 5, en el que dicho 
transg6n comprende el gen de la neomicina fosfotransferasa (neo). 

7. Mamffero no humano mutante segtin la reivindicaci6n 1, en el que dicho 
receptor Sigma se selecciona entre un receptor Sigma de tipo 1 (Sigma-1) y un 
receptor Sigma de tipo 2 (Sigma-2) 

8. Mamffero no humano mutante segtin la reivindicacidn 1, en el que dicho 
mamffero no humano mutante es un raton mutante, deficiente en el receptor Sigma- 
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1 end6geno, homocigoto para el gen del receptor Sigma-1 de rat6n, fertil, cuyo 
genoma contiene una disrupcidn en dicho gen que comprende el gen neo. 

9. Un vector de recombinacion hom6loga con selecci6n positiva-negativa, que 
comprende: 

a) una primera regidn de homologla, situada en el extremo 5' de una 
secuencia de nude6tidos que codifica para un marcador de selecci6n 
positiva, en donde dicha primera regi6n de homologla tiene una secuencia 
de nucleotides que es sustancialmente id§ntica a una primera secuencia 
de un gen de un receptor Sigma; 

b) una secuencia de nucleotidos que codifica para un marcador de selecci6n 
positiva; 

c) una segunda regi6n de homologla, situada en el extremo 3' de dicha 
secuencia de nucleotidos que codifica para un marcador de selecci6n 
positiva, en donde dicha segunda regi6n de homologia tiene una 
secuencia de nucledtidos que es sustancialmente id6ntica a una segunda 
secuencia de dicho gen del receptor Sigma, estando dicha segunda 
secuencia del gen del receptor Sigma en una posici6n 3' respecto a dicha 
primera secuencia del gen del receptor Sigma en un gen Sigma endbgeno 
tipo salvaje; y 

d) una secuencia de nucleotidos que codifica para un marcador de seieccidn 
negativa. 

10. Vector segtin la reivindicaci6n 9, en el que dicho gen del receptor Sigma 
se selecciona entre el gen del receptor Sigma de tipo 1 (Sigma-1) y el gen del 
receptor Sigma de tipo 2 (Sigma-2). 



WO 2004/052092 



43 



PCT/ES2003/000624 



1 1 . Vector segOn la reivindicacibn 9, en el que dicha secuencia de nucledtidos 
que codifica para un marcador de selecci6n positiva comprende el gen de la 
neomicina fosfotransferasa (neo). 

12. Vector segdn la reivindicaci6n 9, en el que dicha secuencia de nude6tidos 
que codifica para un marcador de selecci6n negativa comprende el gen de la 
timidina quinasa (tk) del herpes simples (HSV). 

13. Vector segOn la reivindicacidn 9, identificado como pHR53TK, depositado 
en la CECT con el nOmero de acceso n° CECT 5737. 

14. Una c6lula hospedadora cuyo genoma contiene un gen de un receptor 
Sigma end6geno transfectada con un vector de recombinaci6n hom6loga con 
selecci6n positiva-negativa segOn cualquiera de las reivindicaciones 9 a 13, 
deficiente en un receptor Sigma end6geno. 

15. C§lula segun la reivindicaci6n 14, en la que dicha c6lula hospedadora 
cuyo genoma contiene un gen de un receptor Sigma end6geno se selecciona entre 
una c6lula diferenciada que normalmente expresa el producto del gen del receptor 
Sigma y una c6lula embrional pluripotente. 

16. Celula segtin la reivindicaci6n 14, que comprende un alelo del gen del 
receptor Sigma-1 mutado. 

17. Una c6lula aislada a partir de un mamffero no humano mutante, deficiente 
en un receptor Sigma end6geno, segOn cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, o 
de su descendencia. 

18. Celula segOn la reivindicaci6n 17, que comprende uno o los dos alelos del 
gen del receptor Sigma mutados. 
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19. C6lula segCin cualquiera de las reivindicaciones 17 6 18, propagada y, 
opcionalmente, inmortalizada. 

20. La descendencia de un mamffero no humano mutante, deficiente en un 
receptor Sigma end6geno, segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8. 

21. Un procedimiento para la obtencidn de un mamffero no humano mutante 
segCin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, que comprende la introducci6n de 
una disrupci6n funcional en un gen de un receptor Sigma end6geno presente en el 
genoma de una c6lula, por recombinaci6n hom6loga en dicha c§lula entre un alelo 
de un gen de un receptor Sigma end6geno y un vector de recombinaci6n hom6loga 
con selecci6n positiva-negativa segtin cualquiera de las reivindicaciones 9 a 13, la 
selecc!6n de los hom6logos recombinantes mediante la t6cnica de selecci6n 
positiva-negativa, la introducci6n de dichos homblogos recombinantes en embriones, 
su implantaci6n en mamfferos hembra receptoras pseudogestantes y su desarrollo a 
termino, la selecci6n de las quimeras capaces de transmitir eficazmente el genotipo 
de los homologos recombinantes a su descendencia a trav6s de la Hnea germinal; el 
cruzamiento de dichas quimeras con mamfferos no humanos tipo salvaje para 
obtener mutantes heterocigotos para la disrupci6n del gen del receptor Sigma 
endogeno y, si se desea, el cruzamiento de dichos mutantes heterocigotos entre sf 
para obtener mutantes homocigotos. 

22. Empleo de un mamffero no humano mutante segtin cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 8, como animales control para la realizaci6n de ensayos in vivo. 

23. Empleo de un mamffero no humano deficiente en el receptor Sigma- 1 , o 
de una Hnea celular deficiente en el receptor Sigma-1, para evaluar compuestos 
potencialmente utiles destinados a 

prevenir y/o tratar desordenes del sistema nervioso central; 
prevenir y/o tratar alteraciones de la memoria; 
prevenir y/o tratar condiciones de estres; 
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prevenir y/o tratar condiciones de adicci6n a drogas; 
producir analgesia; o 
producir neuroprotecci6n. 

24. Empleo de un mamffero no humano deficiente en el receptor Sigma-2, o 
de una Mnea celular deficiente en el receptor Sigma-2, para la validaci6n y/o 
desarrollo de fermacos disefiados para el diagn6stico o tratamiento del cancer; la 
prevenci6n y/o el tratamiento de procesos degenerativos, o para prevenir, reducir o 
aliviar los efectos secundarios asociados con la administraci6n de agentes 
neurol§pticos. 

25. Un m§todo para determinar el efecto de un compuesto a ensayar sobre 
un mamffero no humano deficiente en un receptor Sigma end6geno, que comprende 
poner en contacto un mamifero no humano mutante segOn cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 8 con dicho compuesto a ensayar y detectar la presencia o 
ausencia de un cambio fisiol6gico en dicho mamifero no humano mutante en 
respuesta al contacto con dicho compuesto. 

26. Un m6todo para determinar el efecto de un compuesto a ensayar sobre 
un mamffero no humano deficiente en un receptor Sigma enddgeno, que comprende 
administrar dicho compuesto a ensayar a un mamffero no humano mutante segun 
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8; administrar dicho compuesto a ensayar a un 
mamifero no humano control que expresa un receptor Sigma end6geno funcional; y 
observar si dicho compuesto produce un efecto sobre el fenotipo en dicho mamffero 
no humano mutante cuando se compara con el mamffero no humano control. 

27. Un metodo para determinar el efecto de un compuesto sobre celulas que 
expresan un receptor Sigma y sobre c6lulas que no expresan dicho receptor Sigma, 
que comprende introducir un compuesto a ensayar en una poblaci6n de celulas, o 
en un homogeneizado de las mismas, en donde dichas c6lulas son c§lulas aisladas 
o establecidas a partir de un mamffero no humano mutante segOn cualquiera de las 
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reivindicaciones 1 a 8, administrar dicho compuesto a ensayar a una poblacidn de 
c§Iulas de mamffero no humano control, o a un homogeneizado de las mismas, que 
expresa un receptor Sigma funcional, y observar o analizar si dicho compuesto a 
ensayar produce un efecto sobre la expresi6n de dicho receptor Sigma en las 
c6lulas de dicho mamffero no humano mutante cuando se compara con c6lulas de 
mamifero no humano control. 
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1 

LISTA DE SECUENCIAS 

<110> Laboratories del Dr. Esteve, S.A. 

<120> Mamfferos no humanos mutantes deficientes en receptores Sigma y sus 
aplicaciones 

<160>6 

<210> 1 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> Secuencia artificial 

<223> Oligonucle6tido iniciador MS1 
<400> 1 

aattttgetc ccctcctc 18 

<210> 2 
<211>22 
<212> DNA 

<213> Secuencia artificial 

<223> Oligonucle6tido iniciador MS2 
<400> 2 

gcactcaaaa cttcgtcttc tc 22 

<210>3 
<211> 19 
<212> DNA 

<213> Secuencia artificial 

<223> Oligonucle6tido iniciador MS3 
<400> 3 
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cgttcacaaa tacccactg 

<210>4 
<211>20 
<212> DNA 

<213> Secuencia artificial 

<223> Oligonucle6tido iniciador MS4 
<400> 4 

agctcctctt tcccttcacc 20 

<210> 5 
<211>20 
<212> DNA 

<213> Secuencia artificial 

<223> Oligonucleotide iniciador Neo 1 
<400>5 

gctattcggc tatgactggg 20 

<210>6 
<211>20 
<212> DNA 

<213> Secuencia artificial 

<223> Oligonucie6tido iniciador Neo 2 
<400> 6 

gaaggagata gaaggcgatg 20 
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